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Cdc5 est une protéine clé pour la régulation du cycle cellulaire et le maintien de la stabilité du 
génome chez Saccharomyces cerevisiae. La perte de régulation des fonctions de son 
homologue mammifère Plk1 est associée au développement de cellules tumorales chez 
l’humain. Plk1 et Cdc5 font partie d’une famille de protéines kinases appelée Polo-like kinase 
(PLK) présentant une architecture générale conservée. Elles arborent un domaine kinase N-
terminal suivi en C-terminus par un ou deux motifs polo-box qui forment un domaine polo-
box (PBD). La manière dont le PBD et le domaine kinase des PLK agissent de concert pour 
promouvoir leurs fonctions critiques reste une question sans réponse. Cette étude vise à 
déterminer la contribution relative du PBD et du domaine kinase de la PLK Cdc5 dans ses 
fonctions mitotiques et durant la réponse au dommage à l’ADN. Afin de répondre à cet 
objectif,  nous avons effectué un criblage génétique chez la levure dans le but d’identifier des 
mutations qui moduleraient de manière indépendante l’activité kinase et celle du PBD de la 
PLK de S. cerevisiae. En utilisant cette approche, nous avons montré que l’activité catalytique 
de Cdc5 promeut l’accomplissement de plusieurs étapes de la mitose indépendamment de 
l’activité du PBD. En revanche, les mutants spécifiques du PBD ayant perdu leur capacité à se 
lier à des phospho-peptides sont capables de finir la mitose mais sont incapables de maintenir 
l’intégrité de leurs pôles du fuseau mitotique. Ainsi, les cellules avec ce défaut du PBD 
doublent progressivement la taille de leur génome et perdent ultimement l’intégrité de leur 
génome. De plus, l’activité propre au PBD est essentielle pour que Cdc5 garde ses fonctions 
lors de dommages persistants à l’ADN. Une inactivation du PBD de Cdc5 mène à une 
réduction significative de la survie quand les cellules font face à un stress génotoxique. 
L’ensemble des résultats présentés mettent l’emphase sur la contribution spécifique des 
domaines fonctionnels de Cdc5 dans la division cellulaire et révèle comment cette protéine 
contribue au maintien de la stabilité du génome via sa régulation des pôles de fuseau 
mitotique. 




Cdc5 is a protein kinase crucial for cell cycle regulation and genome stability in 
Saccharomyces cerevisiae. Misregulation of the mammalian homolog of Cdc5, Plk1, is 
associated with tumorigenesis in human cells. Cdc5 and Plk1 are part of the Polo-like kinase 
(PLK) family which is characterized by a general architecture conserved among all members: 
a N-terminal kinase domain followed in C-terminus by one or two motif, called polo-boxes, 
that form the polo-box domain (PBD). Importantly, how the PBD and kinase domain of 
Cdc5/Plk1 work together to promote their critical functions is not well understood. This study 
aimed at deciphering the relative contribution of the PBD and the kinase domain of Cdc5 in its 
functions in mitosis and in response to DNA damage. To address this question, we performed 
a genetic screen to identify mutations that independently modulate the kinase and PBD 
activities of yeast PLK/Cdc5 and isolated mutants that presented an altered activity in either 
one of them in vivo. Using this approach, we show that the kinase activity of Cdc5 can 
promote the execution of several stages of mitosis independently of PBD activity. In contrast, 
PBD-specific mutants lacking the ability to bind to phosphopeptides are capable of completing 
mitosis but are unable to maintain spindle-pole body integrity. Consistent with this defect, 
PBD-deficient cells progressively double the size of their genome and ultimately lose genome 
integrity. This study also shows that the PBD is critical for the cellular adaptation to persistent 
DNA damage. Importantly, inactivation of the PBD activity of Cdc5 significantly reduces the 
resistance of mutant cells to genotoxic stress. Taken together, our results highlight the specific 
contributions of Cdc5 functional domains to cell division and reveal how this protein help in 
the maintenance of genome stability via its regulation on spindle-pole bodies. 
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Dans le domaine de la santé d’aujourd’hui, il existe plusieurs sujets de recherche brulants tels 
que la recherche sur le virus de l’immunodéficience humain, les maladies neuro-dégénératives 
et le cancer. Dans le cas du cancer, la recherche actuelle vise  en partie à améliorer l’efficacité 
des thérapies existantes, tout en les rendant plus tolérables pour le patient. L’objectif  de ma 
thèse est d’apporter une meilleure compréhension au sujet de protéines kinases impliquées 
dans le processus de la division des cellules cancéreuses. 
 
Pour remplir cet objectif, j’ai décidé d’étudier une famille de protéines kinases qui, selon les 
connaissances actuelles, jouent un rôle prépondérant dans la régulation de la division des 
cellules normales et cancéreuses et dans le maintien de la stabilité du génome. La 
compréhension des évènements moléculaires orchestrant ces deux processus est un enjeu 
d’envergure puisque cette connaissance est nécessaire au développement de thérapies visant à 
inhiber la division incontrôlée des cellules cancéreuses. Spécifiquement, l’étude présentée a 
pour but de développer une approche génétique pour inhiber indépendamment l’activité du 
PBD et du DK de Cdc5 et de valider cette approche. La recherche effectuée a aussi pour but 
de déterminer les fonctions essentielles du DK de Cdc5 dans le contexte de la mitose ainsi que 
de déterminer les fonctions essentielles du PBD dans le maintien de la stabilité du génome. 
 
Afin de comprendre les objectifs spécifiques du projet de recherche, il est important d’établir 
un résumé des mécanismes fondamentaux de régulation de la division cellulaire et de son 
étape la plus critique : la mitose. De plus, j’élaborerai sur les membres de la famille des Polo-
like kinases et pourquoi ils sont ciblés pour le développement de thérapies anti-cancer. 
 2 
1 La mitose : une cible pour le développement de thérapies anti-
cancer 
1.1 Le cycle cellulaire 
Le cycle cellulaire est l’ensemble des processus par lesquels les cellules eucaryotes se 
reproduisent pour donner naissance à de nouvelles cellules filles génétiquement identiques à 
partir d’une cellule mère. Lors d’un cycle cellulaire, les chromosomes ainsi que d’autres 
composants des cellules sont dupliqués avant d’être distribués entre deux cellules filles 
(Baserga 1985, Morgan 2007).  
 Afin d’assurer l’extrême précision requise à la division cellulaire, les cellules 
eucaryotes ont développé des mécanismes moléculaires de régulation précis en jeu durant les 
quatre étapes fondamentales du cycle cellulaire: la phase G1, la phase S et la phase G2 (aussi 
appelée interphase lorsque prises toutes ensembles), suivie finalement de la phase M (Figure 
1). Pendant l’interphase, l’étape la plus longue du cycle cellulaire, les cellules doivent générer 
le matériel nécessaire à la production d’une nouvelle cellule. Ce processus requiert notamment 
la duplication des organelles cytoplasmiques, du matériel génétique, la production de 
membrane plasmique ainsi que d’ARNs et de protéines. En phase M, deux évènements 
majeurs prennent place. Ainsi, suite à la ségrégation des chromosomes condensés aux pôles de 
la cellule pendant la mitose, le cycle cellulaire se termine par la division physique de la cellule 
mère en deux cellules filles durant un processus 
appelé cytocinèse (Morgan 2007). 
 
Figure 1 : Représentation schématique du cycle 
cellulaire. La division des cellules somatiques suit 
un patron cyclique commençant par l’interphase 
pendant laquelle la cellule se prépare à procéder à 
la ségrégation du matériel génétique entre les deux 
cellules filles au cours de la phase M. 
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1.1.1 L’étude du cycle cellulaire chez la levure Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) 
Les étapes du cycle cellulaire, ainsi que les mécanismes mis en place par les cellules 
pour les orchestrer, sont bien conservés chez les eucaryotes. La complexité des mécanismes en 
jeu lors d’un cycle cellulaire peut donc être étudiée dans différents systèmes moins complexes 
avant d’être validée chez les cellules de mammifères (Morgan 2007). Dans le cadre de mon 
étude, j’ai décidé d’utiliser le champignon unicellulaire S. cerevisiae comme organisme 
modèle. 
La puissance et l’accessibilité des outils disponibles pour son étude font de cet 
organisme modèle un excellent choix pour les chercheurs désirant utiliser une approche 
génétique (Morgan 2007). En plus d’avoir son génome complètement séquencé, cette levure 
possède un temps de division très court d’environ quatre vingt dix minutes à 30°C (Sherman 
2002). Enfin, cette levure, qui peut proliférer sous forme haploïde, rend les études génétiques 
plus aisées. La vaste majorité de ses gènes ne présentent pas de paralogues, à la différence de 
la majorité des cellules d’un organisme mammifère qui elles sont en plus diploïdes (Morgan 
2007). Ainsi, l’introduction de mutations inactivant un gène permet l’étude de ce dernier sans 
la présence d’un paralogue pouvant compenser pour la perte de fonction ou d’un gène de type 
sauvage sur le chromosome homologue. De par sa puissance et sa rapidité de division, la 
levure s’est avérée être le meilleur choix pour mon étude des régulateurs du cycle cellulaire. 
 
1.1.2 La phase M et la mitose 
La division nucléaire, aussi appelée mitose, est l’avant-dernière étape du cycle 
cellulaire immédiatement suivie de la cytocinèse. Les évènements majeurs se déroulant en 
mitose sont la séparation et la ségrégation des chromatides sœurs. Durant cette étape du cycle 
cellulaire, deux centrosomes (chez la levure, l’homologue fonctionnel de cette organelle est 
appelé spindle pole body ou SPB que l’on peut traduire par pôles du fuseau mitotique) ont 
formé un fuseau mitotique composé de microtubules qui permet de ségréger les deux 
chromatides sœurs répliquées en phase S (Lim, Goh et al. 1996, Gadde et Heald 2004). La 
mitose est une étape critique du cycle cellulaire puisque chaque cellule fille issue de la cellule 
mère doit posséder un contenu génétique strictement identique. Elle se décompose elle-même 
en différentes étapes : la prophase, la prométaphase, la métaphase, l’anaphase et la télophase. 
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1.1.2.1 La prophase 
La première étape de la mitose, la prophase, est observable avec un microscope 
puisqu’elle s’accompagne de la condensation de la chromatine en chromosomes mitotiques. 
Les chromosomes en interphase sont d’une longueur problématique pour leur ségrégation et 
les cellules doivent donc compacter leur ADN en chromosomes mitotiques afin de s’assurer 
que les extrémités des chromatides sœurs soient effectivement séparées avant la cytocinèse. 
Ce phénomène de condensation des chromosomes dépend en grande partie d’un complexe 
protéique pentamérique appelé condensine. En effet, ce complexe joue un rôle prépondérant 
dans la formation et la maintenance de la structure des chromosomes mitotiques ainsi que leur 
ségrégation in vivo (Strunnikov, Hogan et al. 1995, Hagstrom, Holmes et al. 2002, Thadani, 
Uhlmann et al. 2012). Les sous-unités catalytiques de ce complexe, Smc2 et Smc4, forment un 
hétérodimère et font partie de la famille des Structural Maintenance of Chromosomes (ou 
SMC). Les membres de cette famille d’ATPases présentent une architecture conservée avec 3 
domaines globulaires en N-terminus, C-terminus et au centre de la protéine, reliés entre eux 
par une longue superhélice (ou coiled coil) (Hirano 2006). Les cellules de vertébrés possèdent 
deux complexes de type condensine qui se distinguent par une composition différente des 
sous-unités se liant à Smc2 et Smc4: CAP-G, CAP-H et CAP-D2 forment la condensine I alors 
que CAP-G2, CAP-H2 et CAP-D3 composent le complexe condensine II. Cependant, la 
levure S. cerevisiae ne possède qu’un complexe condensine dont les trois sous-unités non-
SMC correspondantes et respectives se nomment Ycg1, Brn1 et Ycs4 (Hirano 2006). Durant 
la mitose, le complexe condensine est soumis à une régulation par modifications post-
traductionnelles (Bazile, St-Pierre et al. 2010). Il a été notamment suggéré que la 
phosphorylation du complexe en prophase par la kinase mitotique CDK1 (cyclin-dependent 
kinase 1 ou kinase dépendante des cyclines 1) semble avoir un rôle critique dans l’activation 
de la condensation des chromosomes (Abe, Nagasaka et al. 2011, Robellet, Thattikota et al. 
2015). Cet évènement de la formation des chromosomes mitotiques en prophase est suivi de la 
migration polarisée des centrosomes/SPB qui servira à la ségrégation des chromosomes dans 




1.1.2.2 La prométaphase et la métaphase 
La deuxième étape de la mitose, la prométaphase, est marquée par la dissolution de la 
membrane nucléaire chez les cellules des vertébrés mais ce phénomène n’est pas conservé 
chez les cellules de levure et plusieurs autres eucaryotes (Smoyer et Jaspersen 2014). De plus, 
durant la prométaphase, les chromatides sœurs sont attachées au fuseau mitotique par les 
microtubules afin que les chromosomes puissent être ségrégés dans les étapes suivantes de la 
mitose. La région du chromosome où l’attachement des microtubules se fait se nomme le 
centromère. A l’interface microtubule-ADN, se trouve une structure protéique appelée le 
kinétochore (Winey, Mamay et al. 1995, Cheeseman 2014). La métaphase constitue l’étape 
médiane de la mitose. En métaphase, les chromatides sœurs sont attachées aux microtubules 
provenant des pôles opposés du fuseau et sont ainsi alignées à l’équateur du fuseau mitotique 
prêtes à être séparées (Winey, Mamay et al. 1995, Morgan 2007, Winey et Bloom 2012). 
1.1.2.3 L’anaphase 
Lors des dernières étapes de la mitose, les chromosomes répliqués sont ségrégés à des 
pôles opposés de la cellule, permettant ainsi la génération d’une paire de noyaux strictement 
identiques en terme de génome. L’anaphase est l’étape de la mitose où les chromatides sœurs 
migrent vers les pôles opposés du fuseau. Elle est elle même séparée en deux sous-étapes. 
Lors de la première sous-étape appelée l’anaphase A, les chromosomes sœurs sont 
abruptement tirés vers les pôles du fuseau dû au rétrécissement des microtubules attachés aux 
kinétochores. Ensuite, lors de la seconde sous-étape appelée l’anaphase B, les deux pôles du 
fuseau eux-mêmes s’éloignent l’un de l’autre (de Gramont et Cohen-Fix 2005). 
L’étape de l’anaphase est initiée par la destruction d’un complexe protéique attachant 
les chromatides sœurs appelée cohésine (Guacci, Koshland et al. 1997, Michaelis, Ciosk et al. 
1997). La dégradation sélective et programmée des protéines permet de coordonner les 
évènements du cycle cellulaire. Pendant la mitose, de nombreux évènements sont régulés par 
protéolyse induite par l’Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (ou APC/C), une ligase de 
l’ubiquitine catalysant le transfert de l’ubiquitine sur ses substrats tels que les cyclines, les 
ciblant ainsi pour leur dégradation par le protéasome 26S (Peters 2006). En anaphase, 
l’APC/C est notamment responsable de la dégradation de l’inhibiteur de la transition 
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métaphase/anaphase appelé sécurine qui empêche la libération de la protéase séparase 
dégradant la cohésine (Ciosk, Zachariae et al. 1998).  
1.1.2.4 La télophase et la cytocinèse 
Chez tous les eucaryotes, l’évènement majeur se déroulant en toute fin de la mitose est 
le désassemblage du fuseau mitotique pendant la télophase. Cette dissolution est accompagnée 
de la décondensation des chromosomes et de la formation d’un noyau autour de chacun des 
deux jeux de chromosomes séparés (chez S. cerevisiae, la membrane nucléaire n’a pas besoin 
d’être synthétisée de novo puisqu’elle ne subit pas de dissolution comme les cellules animales) 
(Balasubramanian, Bi et al. 2004, Morgan 2007). Durant l’étape ultime qu’est la cytocinèse, la 
cellule mère est physiquement scindée afin de terminer la division cellulaire. Quand la mitose 
est terminée, les deux noyaux filles ainsi que les autres composants cellulaires sont distribués 
entre une paire de cellules filles contenant chacune un noyau, un centrosome/SPB et presque 
le même contenu en macromolécules cytoplasmiques et en organelles. La cytocinèse dépend 
d’un anneau contractile d’actomyosine de composition similaire chez les levures et les cellules 
animales (Balasubramanian, Bi et al. 2004, Morgan 2007). 
  
1.2 La régulation du cycle cellulaire par phosphorylation 
La phosphorylation est une modification rapide et réversible des protéines. Elle permet 
donc un contrôle réversible des évènements menant à la division des cellules. Afin d’assurer la 
coordination précise des étapes du cycle cellulaire, les cellules eucaryotes possèdent un 
robuste système de contrôle qui est composé d’une série d’ « interrupteurs » biochimiques 
initiant chronologiquement les évènements du cycle cellulaire. Pour que l’effet d’interrupteur 
soit possible, les cellules possèdent un réseau complexe de protéines kinases dont l’activité 
oscille au cours du cycle (Morgan 1997, Morgan 2007). 
1.2.1 Les kinases dépendantes des cyclines (CDKs) 
Le maestro de la régulation du cycle cellulaire est un complexe protéique composé de 
deux sous-unités : une CDK, associée à une cycline. Le rôle prépondérant des complexes 
CDK/cycline a été démontré grâce aux travaux effectués sur les levures qui ne possèdent 
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qu’une seule CDK impliquée dans la régulation du cycle cellulaire: Cdc2 chez 
Schizosaccharomyces pombe et Cdc28 chez S. cerevisiae. Ces recherches ont démontré que les 
CDK induisent la transition entre les étapes du cycle cellulaire grâce à leur interaction avec les 
cyclines (Beach, Durkacz et al. 1982, Reed, Ferguson et al. 1982, Evans, Rosenthal et al. 
1983). Ces dernières sont les sous-unités régulatrices du complexe CDK/cycline. A chaque 
phase du cycle G1, S, G2 et M, correspond son répertoire de cyclines exprimé de manière 
cyclique. En phase M, les cyclines actives sont de types B aussi appelées Clb chez S. 
ceveresiae. La sous-unité catalytique CDK est quand à elle exprimée de manière constitutive 
durant le cycle cellulaire. Sa régulation se fait à plusieurs niveaux et comprend la liaison à une 
cycline, la phosphorylation et déphosphorylation de résidus spécifiques dans son domaine 
kinase, ainsi que le repliement spécifique de la protéine pour qu’elle devienne active. Chez les 
cellules animales, l’activité catalytique du complexe CDK/cycline est aussi sujette à la 
régulation négative par des inhibiteurs de CDK (aussi appelés CKIs) appartenant à la famille 
des protéines Cip/Kip et INK4 (Sherr et Roberts 1999). Les CKIs Sic1 et Rum1 
respectivement chez les levures S. cerevisiae et S. pombe,  contribuent au maintien de la 
stabilité de la phase G1 du cycle (Sanchez-Diaz, Gonzalez et al. 1998). Bien qu’elles ne 
présentent que très peu de similarité de séquences avec leur pendant animal Kip1, ces 
homologues fonctionnels possèdent une structure similaire (Barberis, De Gioia et al. 2005, 
Brocca, Samalikova et al. 2009). Cependant, les CDK ne sont pas les seules kinases dont le 
rôle est critique dans la régulation du cycle cellulaire. 
1.2.2 Les kinases de la famille Aurora 
Les kinases de la famille Aurora composent un autre groupe de kinases dont le rôle est 
primordial pour la régulation du cycle cellulaire et l’organisation du fuseau mitotique. Les 
membres de cette famille sont des sérine/thréonine kinases impliquées dans la régulation de 
nombreux phénomènes important dont, de manière non exhaustive, la biogénèse et la 
maturation des centrosomes/SPB, la régulation de la condensation des chromosomes, de 
l’attachement des microtubules au kinétochore et de l’orientation des chromosomes sur la 
plaque métaphasique (Carmena et Earnshaw 2003). Trois paralogues possédant une 
localisation et des fonctions mitotiques spécifiques composent cette famille dans les cellules 
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de mammifères : Aurora A, B et C (Glover, Leibowitz et al. 1995, Carmena et Earnshaw 2003, 
Kollareddy, Zheleva et al. 2012). La kinase Aurora A joue un rôle important dans l’entrée en 
mitose, dans la maturation des centrosomes et dans l’assemblage du fuseau mitotique 
(Carmena et Earnshaw 2003, Carmena, Ruchaud et al. 2009). L’inhibition d’Aurora A résulte 
en un délai en mitose, la formation d’un fuseau mitotique monopolaire et des défauts dans la 
ségrégation des chromosomes (Lens, Voest et al. 2010). Aurora B est la sous-unité catalytique 
du Chromosomal Passenger Complex (ou CPC) incluant les sous-unité borealin, survivin et la 
protéine d’échaudage INCENP (Carmena, Ruchaud et al. 2009). En tant que membre du CPC, 
Aurora B possède un rôle crucial dans les interactions microtubules/chromosomes ainsi que 
dans le maintien de la stabilité du fuseau et en cytocinèse. Ainsi, l’inhibition d’Aurora B a 
pour conséquence des erreurs d’alignement des chromosomes en métaphase et des défauts de 
cytocinèse menant à la production de cellules polyploïdes (Carmena, Ruchaud et al. 2009, 
Lens, Voest et al. 2010). Bien que moins bien caractérisée, la kinase Aurora C a été identifiée 
comme membre du CPC et ses fonctions rappellent celle de l’isoforme Aurora B (Chen, Tang 
et al. 2005, Vader et Lens 2008). Les levures quant à elles ne possèdent qu’une seule kinase 
Aurora et ses fonctions semblent correspondre à celles d’Aurora B: Ipl1 chez S. cerevisiae et 
Ark1 chez S. pombe (Chan et Botstein 1993, Petersen, Paris et al. 2001). 
1.3 Le cycle cellulaire et le cancer 
  En comparaison à des cellules normales, les cellules cancéreuses sont entre autres 
caractérisées par une prolifération, des altérations de leur génome, une croissance invasive 
dans les tissus dans lesquels elles se trouvent, une mobilité augmentée et la sécrétion de 
facteurs de lyse (Baba et Catoi 2007). Ainsi, les défauts du cycle cellulaire, et particulièrement 
ceux survenant durant la mitose, sont des signes distinctifs des cellules cancéreuses. 
  Une proportion conséquente des médicaments utilisés pour le traitement du cancer sont 
en fait des composés empêchant la prolifération des cellules (Janssen et Medema 2011). En 
raison du grand nombre de fonctions cruciales dans la régulation du cycle cellulaire que 
remplissent plusieurs kinases, cette classe de protéines est particulièrement étudiée dans le but 
de développer des thérapies contre le cancer mais ne constitue pas l’unique moyen d’inhiber la 
prolifération des cellules cancéreuses. Il est par exemple aussi possible de perturber la 
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formation du fuseau mitotique qui permet l’alignement des chromosomes ainsi que leur 
ségrégation (Gascoigne et Taylor 2008). 
1.3.1 Les microtubules et le cancer 
Dans l’impossibilité  de mettre en place un fuseau mitotique fonctionnel, les cellules en 
division activent un checkpoint (point de contrôle) qui arrête momentanément la machinerie de 
division cellulaire afin de laisser le temps au fuseau mitotique de se former correctement. Les 
médicaments qui induisent un défaut d’alignement des chromosomes empêchent donc 
ultimement un retour dans le cycle et causent donc un arrêt mitotique qui peut mener à la mort 
de la cellule (Musacchio et Salmon 2007). Les vinca-alkaloides et les taxanes, deux classes de 
médicaments utilisées pour le traitement de cancers, induisent un retard de la progression en 
mitose (Manfredi et Horwitz 1984, Jordan et Wilson 2004). Ces agents chimiothérapeutiques 
affectent la dynamique des microtubules en les stabilisant et causent des défauts d’assemblage 
du fuseau mitotique (Rowinsky, Donehower et al. 1988). Malgré leur efficacité éprouvée pour 
le traitement de certains cancers tels que le cancer du sein et des ovaires, les médicaments 
stabilisant les microtubules affectent aussi les cellules normales en division, causant une 
myélosuppression (McGuire, Rowinsky et al. 1989, Wilson et Jordan 2004). Les effets 
secondaires de myélosuppression observés chez les patients prenant une chimiothérapie basée 
sur des inhibiteurs ciblant les microtubules sont cliniquement traitables. Cependant, ces 
patients développent aussi des neuropathies périphériques causées par l’inhibition de la 
dynamique des microtubules dans les cellules qui ne se divisent pas (Rowinsky, Chaudhry et 
al. 1993). 
1.3.2 Les kinases régulant le cycle cellulaire d’importance pour le cancer 
Dans le but de réduire la neurotoxicité associée à l’usage de ces traitements chimio-
thérapeutiques, il est important de découvrir et de caractériser d’autres cibles thérapeutiques 
qui n’auront pas ces effets neurotoxiques tout en conservant un potentiel curatif de même 
ordre, sinon meilleur. Les composés qui affecteraient les régulateurs de la mitose en tant que 
telle, sans affecter les microtubules, sont de bons candidats pour palier à la neurotoxicité 
(Jackson, Patrick et al. 2007). En effet, cibler les régulateurs de la mitose permettrait d’affecter 
moindrement les cellules qui ne sont pas en division et ainsi diminuer significativement les 
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effets secondaires délétères associés à l’utilisation en chimiothérapie des agents affectant les 
microtubules. 
L’activité enzymatique des complexes CDK/cycline est souvent perturbée dans les 
cellules cancéreuses faisant donc de ce complexe clé de la régulation du cycle cellulaire une 
cible intéressante pour le développement de thérapies contre le cancer. Alors que les mutations 
dans les gènes de CDK expliquent une certaine proportion des cas de suractivation dans les 
cancers, il est plus fréquent d’observer une augmentation des niveaux de cyclines et des 
inhibiteurs de CDK qui ultimement affectent la régulation des complexes CDK/cycline 
(Lapenna et Giordano 2009). Ceci a pour conséquence la perte de l’intégrité des checkpoints 
du cycle cellulaire menant à une prolifération incontrôlée des cellules (Malumbres et Barbacid 
2009). L’inhibition sélective des CDKs semble ainsi être un moyen d’inhiber la progression 
des tumeurs. Cependant, il existe d’autres cibles thérapeutiques en cours d’investigation qui 
sont également des régulateurs du cycle cellulaire. Parmi eux se trouvent la kinesine Eg5 ainsi 
que les kinases mitotiques Auroras et kinases de la familles des Polo-like (PLK) (Strebhardt et 
Ullrich 2006, Rath et Kozielski 2012, Hilton et Shapiro 2013). L’étude et la caractérisation 
pointue de ces kinases mitotiques sont donc un enjeu majeur pour le développement de 
nouvelles thérapies anti-cancer potentiellement exempts des effets secondaires associés aux 
perturbateurs des microtubules en usage pour les chimiothérapies actuelles. 
2 Les Polo-like kinases 
2.1 Découverte des PLK 
Le premier membre de la famille des PLK a été caractérisé chez  Drosophila 
melanogaster (D. melanogaster) communément appelée mouche à fruit. Ainsi, le gène polo a 
été pour la première fois décrit en 1988 par Claudio E. Sunkel et David M. Glover comme 
étant un gène codant pour une protéine ayant une importance cruciale dans la formation d’un 
fuseau mitotique bi-polaire (Sunkel et Glover 1988). Le nom « polo » fut attribué à ce gène à 
cause du phénotype de fuseau mitotique mono-polaire entouré d’ADN non ségrégé que les 
mutants pour ce gène présentaient. 
Tableau 1 : Membres de la famille des PLK 
 11 
Organisme PLK Fonctions principales suggérées Référence bibliographique 
S. cerevisiae Cdc5 
(Msd2) 
Régulation: méiose, mitose, sortie 
de mitose 
 Voir texte, (Lee et Amon 
2003), (Clyne, Katis et al. 
2003) 
S. pombe Plo1 Régulation: mitose, cytocinèse  (Ohkura, Hagan et al. 
1995), (Bahler, Steever et 
al. 1998) 
D. melanogaster Polo Régulation: mitose, cytocinèse  Voir texte, (Llamazares, 
Moreira et al. 1991), 
(Carmena, Riparbelli et al. 
1998) 
  Plk4 Régulation: biogenèse des centrioles  (Bettencourt-Dias, 
Rodrigues-Martins et al. 
2005) 
X. laevis Plx1 Régulation: mitose  (Descombes et Nigg 
1998), (Kumagai et 
Dunphy 1996) 
  Plx2 Non déterminée  
  Plx3 Non déterminée  
 
Plx4 Régulation : biogenèse des 
centrioles 
(Eckerdt, Yamamoto et al. 
2011) 
 
Plx5 Non déterminée  
Mammifères Plk1 Régulation: mitose, cytocinèse  Voir texte, (van Vugt et 
Medema 2005), 





Régulation: réponse aux dommages 
à l'ADN, plasticité synaptique, G1/S 
 (Kauselmann, Weiler et 
al. 1999), (Ma, Liu et al. 







Régulation: réponse aux dommages 
à l'ADN, plasticité synaptique, 
G2/M 
 (Wang, Xie et al. 2002), 
(Ouyang, Pan et al. 1997), 




Régulation: biogenèse des centrioles  (Habedanck, Stierhof et 
al. 2005), (Bettencourt-
Dias, Rodrigues-Martins et 
al. 2005) 
  
Plk5 Différenciation neuronale  (de Carcer, Escobar et al. 
2011) 
 
En 1991, le gène fut isolé et sa caractérisation a révélé qu’il code pour une protéine kinase 
(Llamazares, Moreira et al. 1991). Chez la levure S. cerevisiae, le gène codant pour CDC5, un 
orthologue de polo, fut isolé en 1993 comme étant un suppresseur de plusieurs mutants 
présentant des défauts de division cellulaire (Kitada, Johnson et al. 1993). En absence de 
Cdc5, les cellules de levure ont une morphologie terminale caractéristique en forme d’altère 
où le bourgeon et la cellule mère sont de la même taille. Le noyau de ces cellules est presque 
complètement divisé mais demeure connecté par un pont de chromatine indiquant un arrêt de 
la division cellulaire en fin d’anaphase (Kitada, Johnson et al. 1993). L’importance de cette 
famille de kinases mitotiques est notamment fondée sur la pléiade de rôles cruciaux 
qu’endossent ces protéines dans la régulation de la division cellulaire mitotique et méiotique. 
Dans la suite du texte, l’emphase sera mise sur Cdc5 et ses homologues fonctionnels (ie. Plk1, 
Plo1 et Polo chez les mammifères, S. pombe et D. melanogaster respectivement). Les autres 
isoformes des PLK (ie. Plk2-5) semblant tenir un rôle moins conséquent dans la régulation 
même du cycle cellulaire ne seront que brièvement abordés. Les fonctions qui sont associées à 
ces derniers sont résumées dans le Tableau 1. Bien que l’on ne sache pas encore si l’unique 
PLK des levures remplit les fonctions associées à toutes les isoformes retrouvées chez les 
mammifères, il est vraisemblable que ces derniers avaient acquis des PLK diversifiées en 
terme de fonctions afin de répondre à des défis physiologiques propres aux organismes multi-
cellulaires. Il se peut donc que certaines fonctions identifiées chez les PLK des mammifères ne 
se retrouvent pas chez les levures. 
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2.2 Structure des PLK 
Les kinases de la famille des PLK sont des protéines kinases spécifiques aux 
sérines/thréonines possédant une architecture conservée présentant deux domaines 
fonctionnels distincts (Lowery, Lim et al. 2005) (Figure 2).  À leur extrémité N-terminale se 
trouve leur domaine catalytique, un domaine kinase. Les PLK sont par ailleurs caractérisées 
par la présence en C-terminus d’un domaine Polo-box (PBD) qui est propre à cette famille de 
kinases. Ainsi, les PBD de Cdc5 et Plk1 partagent une identité de séquence de 36% (Cheng, 
Lowe et al. 2003). La première structure cristallographique ayant permis une large avancée de 
la compréhension de Plk1 a été celle du poisson zébré zPlk1 (Xu, Shen et al. 2013). Cette 
structure présente le KD et le PBD de xPlk1 en complexe avec Map205, une protéine de D. 
melanogaster que l’on sait interagir avec le PBD de Polo (Archambault, D'Avino et al. 2008, 
Xu, Shen et al. 2013).  
 
 
Figure 2 : Structure primaire de Cdc5. 
 
2.2.1 Structure du domaine Polo-box 
Le PBD est constitué d’un motif polo unique (ie. Plk4) ou répété (ie. Plk1, Cdc5, Polo), 
ainsi que d’un Polo cap (Pc) ayant un rôle structurel (Figure 2).  La résolution de la structure 
du cristal du PBD de Plk1 en 2003 par deux équipes indépendantes, a permis de mettre en 
avant certaines caractéristiques primordiales de ce domaine (Cheng, Lowe et al. 2003, Elia, 
Rellos et al. 2003). Premièrement, les PBD de toutes les PLK reconnaissent le motif consensus 
commun suivant : S-[pS/pT]-P (Elia, Rellos et al. 2003, van de Weerdt, Littler et al. 2008). 
Bien qu’en terme de séquence d’acides aminés le PBD de toutes les PLK varie 
considérablement, le motif consensus général reste le même. La liaison du PBD avec le 
groupement phosphate de résidus phosphorylés met non seulement en jeu des interactions 
Domaine Sérine/Thréonine kinase Domaine Polo box 
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directes entre les chaînes latérales des résidus du peptide lié, mais fait aussi intervenir de 
manière encore plus extensive des interactions indirectes avec des molécules d’eaux (Elia, 
Rellos et al. 2003). Le groupement phosphate forme alors huit ponts hydrogène avec le PBD, 
suggérant donc une forte dépendance de la phosphorylation des peptides liés par le PBD (Elia, 
Cantley et al. 2003). Il est important de noter que seul deux résidus strictement conservés du 
PBD des PLK sont en contact direct avec le groupement phosphate du peptide lié. Chez Plk1, 
ces résidus sont l’His538 (Histidine en position 538) et la Lys540 correspondant aux résidus 
His641 et Lys643 de Cdc5, respectivement (Elia, Rellos et al. 2003). Par ailleurs, le résidu 
Trp414 de Plk1, correspondant au Trp517 de Cdc5, semble jouer un rôle prépondérant dans la 
liaison aux peptides phosphorylés et sa mutation entraîne une diminution drastique de 
l’affinité de liaison (Elia, Rellos et al. 2003). Alors que le PBD a été longtemps décrit comme 
un domaine de liaison à des phospho-peptides, de plus en plus d’études tendent à démontrer 
que le phospho-priming (phosphorylation à priori) des substrats des PLK se liant au PBD, 
n’est pas essentiel pour la liaison du PBD à un substrat (Archambault, D'Avino et al. 2008, 
Chen et Weinreich 2010). 
2.2.2 Structure du domaine kinase 
Ce n’est qu’en 2007 que la première structure du domaine catalytique d’une kinase de 
la famille des PLK fut rendue publiquement accessible (Kothe, Kohls et al. 2007). Le DK 
inactif de Plk1 fut cristallisé en présence de l’adenylyl-imidodiphosphate, analogue non-
hydrolysable de l’ATP, ou d’un inhibiteur d’Aurora A démontrant une sélectivité pour le DK 
de Plk1 (Kothe, Kohls et al. 2007). La caractérisation de ce cristal démontre que le domaine 
catalytique de Plk1 présente une conformation classique de sérine/thréonine kinase. 
Les kinases composent l’une des plus importantes familles de gènes chez les 
eucaryotes et comptent pour près de 2% de la totalité du génome chez l’humain (Manning, 
Whyte et al. 2002). Ce qui caractérise cette famille est la présence d’un DK qui leur confère 
une activité catalytique de transfert du phosphate g d’une molécule d’ATP sur le groupement 
hydroxyle d’une sérine, thréonine ou tyrosine de leur substrat. Le DK est constitué de motifs 
conservés que l’on peut classifier en 12 sous-domaines (Hanks et Hunter 1995). Ces 12 sous-
domaines, une fois repliés, forment deux lobes. Le lobe N-terminal, dont le poids moléculaire 
est moindre, est composé de 5 feuillets b et d’une hélice a. Le lobe en C-terminus, de poids 
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moléculaire plus élevé, est principalement formé d’hélices a. L’ATP se lie au fond d’un sillon 
créé par le repliement des deux lobes sur eux-mêmes (Huse et Kuriyan 2002). 
2.3 Régulation de l’activité des PLK 
Les PLK sont régulées à plusieurs niveaux autant en terme d’abondance qu’en terme 
d’activité et de localisation. 
2.3.1 Régulation transcriptionnelle des PLK 
Tout d’abord, leur abondance est régulée au niveau transcriptionnel de manière 
dépendante du  cycle cellulaire. Indétectables en phase G1 du cycle, les transcrits de Plk1 et de 
ses homologues dans les autres organismes augmentent en phase S pour atteindre leur 
maximum en phase G2/M (Golsteyn, Schultz et al. 1994, Cheng, Hunke et al. 1998). Les 
facteurs de transcription de la famille Forkhead régulent l’abondance des transcrits de Plk1 et 
Cdc5 (Zhu, Spellman et al. 2000, Alvarez, Martinez et al. 2001). Une boucle de rétroaction 
positive existe puisque Plk1 et Cdc5 promeuvent à leur tour l’expression des gènes régulés par 
les facteurs de transcription Forkhead (Darieva, Bulmer et al. 2006, Fu, Malureanu et al. 
2008). Les PLK sont aussi régulées négativement au niveau de la transcription comme chez 
les mammifères où Plk1 est notamment régulée d’une manière qui dépend de p53 (Martin et 
Strebhardt 2006, McKenzie, King et al. 2010). 
2.3.2 Régulation intramoléculaire 
Une auto-inhibition de l’activité de Plk1 existe entre ses deux domaines. Ainsi, il a été 
démontré que la liaison de phospho-peptides sur le PBD est inhibé par le DK (Elia, Rellos et 
al. 2003). De plus, le PBD peut aussi réguler négativement l’activité du DK en s’associant 
avec lui (Mundt, Golsteyn et al. 1997, Jang, Lin et al. 2002). Cette inhibition de l’activité du 
DK peut être levée par sa phosphorylation (Qian, Erikson et al. 1999, Jang, Ma et al. 2002). 
2.3.3 Régulation post-traductionnelle des PLK 
Ensuite, à l’image des PLK, un nombre important de protéines impliquées dans la 
régulation du cycle cellulaire est régulée de manière post-traductionnelle par les deux 
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mécanismes fondamentaux que sont la phosphorylation et l’ubiquitination menant à la 
protéolyse (Peters 2006, Ma et Poon 2011). 
2.3.3.1 Régulation par phosphorylation 
La phosphorylation directe de Cdc5, Plk1 et Polo régule leur activité (Hamanaka, 
Smith et al. 1995, Tavares, Glover et al. 1996, Cheng, Hunke et al. 1998). En particulier, la 
phosphorylation de la Thr210 se trouvant dans la boucle d’activation du DK de Plk1 joue un 
rôle critique dans l’activation de la kinase (Lee et Erikson 1997, Jang, Ma et al. 2002). La 
boucle d’activation est un segment du DK qui se situe entre les deux séquences tripeptides 
conservées DFG et APE retrouvées dans le lobe C-terminal (Nolen, Taylor et al. 2004). Cette 
phosphorylation de la boucle d’activation est un mécanisme de régulation retrouvé 
communément chez les kinases mitotiques des eucaryotes à l’instar de Cdk2, Aurora A et 
Erk2 (Nolen, Taylor et al. 2004). Dans le cas des PLK, il a été suggéré que la phosphorylation 
de la boucle d’activation contribuerait aussi à leur activation en supprimant l’auto-inhibition 
créée par l’association du DK et du PBD (Jang, Lin et al. 2002, Lowery, Lim et al. 2005, 
Kachaner, Pinson et al. 2014).  
Le complexe Aurora A/Bora active Plk1 aux centrosomes en la phosphorylant sur sa 
Thr210 lors de la transition de la phase G2 à la phase M (Macurek, Lindqvist et al. 2008, Seki, 
Coppinger et al. 2008). L’association de Bora avec Plk1 rend sa Thr210 accessible à la 
phosphorylation par Aurora A. En l’absence de Bora et Aurora A, Plk1 peut tout de même être 
activée en fin de mitose mais l’identité de la kinase responsable de cette activation reste à être 
déterminée (Seki, Coppinger et al. 2008). De plus, PP1 et son co-activateur MYPT1 
déphosphorylent Plk1 in vitro et semblent antagoniser les fonctions mitotiques de Plk1 in vivo 
(Yamashiro, Yamakita et al. 2008). La phosphorylation de la boucle d’activation de Polo est 
aussi nécessaire pour la viabilité des cellules de D. melanogaster. Ces dernières peuvent entrer 
en mitose mais y sont bloquées en l’absence de la phosphorylation sur la Thr182 
correspondante à la Thr210 de Plk1 (Carmena, Pinson et al. 2012). La kinase Aurora B est 
aussi impliquée dans l’activation de Polo sur sa Thr182 aux centromères (Carmena, Pinson et 
al. 2012). Enfin, l’activité de la kinase Cdc5 dépend de sa phosphorylation sur sa Thr248 de sa 
boucle d’activation, correspondante à la Thr210 de Plk1, par Cdk1 aussi appelée Cdc28 chez 
S. cerevisiae (Mortensen, Haas et al. 2005). 
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2.3.3.2 Régulation par ubiquitination 
En mitose, de nombreux évènements sont régulés par protéolyse induite par l’APC/C 
(Peters 2006). Alors que la sous-unité activatrice Cdc20 de l’APC/C est importante en début 
de mitose, elle est remplacée par la sous-unité Cdh1 en fin de mitose, à partir de l’anaphase, 
afin d’assurer la dégradation des cyclines mitotiques, elle-même essentielle au retour des 
cellules en phase G1 du cycle (Peters 2006). Les kinases Aurora et Cdc5/Plk1 sont des 
régulateurs du cycle cellulaire dégradés en fin de mitose (Weinstein 1997, Charles, Jaspersen 
et al. 1998, Ferris, Maloid et al. 1998, Honda, Mihara et al. 2000). Particulièrement, la 
dégradation de Cdc5 intervient à la sortie de la mitose dans un processus dépendant de 
l’APC/Cdh1 (Charles, Jaspersen et al. 1998). 
L’ubiquitination dépendante de l’APC/C requiert la présence sur le substrat d’au moins 
un des deux motifs appelés boîte de destruction (ou D box) et boîte KEN (Glotzer, Murray et 
al. 1991, Pfleger et Kirschner 2000). En son N-terminus, Cdc5 contient deux D box 
fonctionnelles requises pour sa dégradation en fin de mitose ainsi qu’une boîte KEN (Charles, 
Jaspersen et al. 1998, Shirayama, Zachariae et al. 1998, Michael, Trave et al. 2008).  
2.3.4 Régulation dans l’espace des PLK pendant la mitose 
Au-delà de leur régulation qualitative et quantitative, la localisation subcellulaire des 
PLK est critique pour leurs fonctions mitotiques (Lee, Grenfell et al. 1998, Song, Grenfell et 
al. 2000). Leur PBD est intimement lié au ciblage spécifique des PLK à diverses localisations 
subcellulaires tout au long du cycle. Ainsi, les mutations introduites dans le PBD de Plk1 
inhibant la liaison au phospho-peptide, induisent la perte de la localisation normale de Plk1 
aux centrosomes (Elia, Cantley et al. 2003). Chez S. cerevisiae, bien qu’il ait été démontré que 
Cdc5 dépend de son PBD pour être enrichi au SPB, il reste à démontrer que cet enrichissement 
dépend spécifiquement de son activité de liaison à des phospho-peptides (Song, Grenfell et al. 
2000). 
En mitose, Cdc5, Plk1 et Polo sont spécifiquement enrichis aux centrosomes/SPB (Lee, 
Grenfell et al. 1998, Logarinho et Sunkel 1998, Shirayama, Zachariae et al. 1998). Cdc5 est 
quand à elle détectable au SPB dès la phase G1 du cycle cellulaire (Lee, Park et al. 2005). 
Durant l’anaphase, les PLK sont aussi présentes au site de cytocinèse (Golsteyn, Schultz et al. 
1994, Lee, Yuan et al. 1995, Logarinho et Sunkel 1998, Sakchaisri, Asano et al. 2004). Dans 
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le cas particulier de Cdc5, cette localisation spécifique au site de cytocinèse est apparente dès 
le début de la mitose (Sakchaisri, Asano et al. 2004). De plus, alors que Plk1 est aussi 
spécifiquement enrichi aux kinétochores en mitose, Cdc5 a une localisation nucléaire tout au 
long de la phase M (Seong, Kamijo et al. 2002, Lee, Park et al. 2005). Certaines de ces 
divergences inter-espèces peuvent être en partie expliquées par le fait qu’à la différence des 
cellules des métazoaires, les levures procèdent à une mitose fermée, c’est à dire une mitose 
durant laquelle l’enveloppe nucléaire ne se désassemble pas.  
2.4 Rôles cellulaires des PLK 
La compréhension des évènements se déroulant en phase M du cycle fut grandement 
aidée  par la découverte et la caractérisation des CDKs, qui sont encore aujourd’hui 
considérées comme les maestros de la division cellulaire. Les défauts de régulation du cycle 
cellulaire sont fortement associés à la prolifération des cellules, une des caractéristiques des 
cellules cancéreuses (Malumbres et Barbacid 2009). Pour cette raison, l’attention est tournée 
vers les protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et de la mitose, comme 
Cdk1 et Plk1, et pouvant servir de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter le cancer 
(Lapenna et Giordano 2009). Le rôle crucial que jouent les PLK dans de nombreux aspects de 
la prolifération cellulaire en fait une cible d’investigation majeure et de nombreuses fonctions 
conservées ont désormais été associées à leur activité. 
2.4.1 Fonctions dans l’entrée de phase M 
2.4.1.1 Le complexe cycline/CDK 
L’entrée en mitose chez les eucaryotes nécessite l’activité d’un réseau complexe de 
kinases et de phosphatases qui réorganisent de nombreuses structures au sein de la cellule 
(Harper et Adams 2001). L’activité du complexe Cdk1/cycline B (Cdc28/Clb chez S. 
cerevisiae) est le moteur de la phase M et cette activité est elle même sujette à régulation par 
la kinase inhibitrice Wee1. L’activité du complexe Cdc28/Clb est inhibée via phosphorylation 
sur la Tyr19 de Cdc28 par Swe1 (Wee1) (Booher, Deshaies et al. 1993). Cette inhibition est 
levée grâce à la phosphatase Cdc25 (Mih1 chez S. cerevisiae) (Russell, Moreno et al. 1989, 
Sia, Herald et al. 1996). De plus, Cdk1 une fois activée, phosphoryle et régule négativement 
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l’activité de son inhibiteur Wee1 créant ainsi une boucle de rétroaction positive dans 
l’activation du complexe Cdk1/cycline B (Watanabe, Arai et al. 2004). 
2.4.1.2 Les PLK et l’entrée en mitose 
Les PLK des métazoaires phosphorylent directement Cdc25, contribuant ainsi à leur 
activation et à leur translocation nucléaire (Qian, Erikson et al. 2001, Toyoshima-Morimoto, 
Taniguchi et al. 2002). Chez S. cerevisiae, il n’a pas été démontré que Cdc5 phosphoryle et 
active directement Mih1, l’homologue de Cdc25. Cependant, de nombreuses études montrent 
qu’au site de cytocinèse, où Cdc5 est spécifiquement enrichie en mitose, elle régule les 
fonctions de Swe1 par phosphorylation directe (Bartholomew, Woo et al. 2001, Park, Song et 
al. 2003, Sakchaisri, Asano et al. 2004, Asano, Park et al. 2005). Ainsi, un mutant de Swe1, 
dans lequel les sites de phosphorylation par Cdc5 ont été enlevés, devient stable et induit un 
délai dans l’entrée en mitose (Sakchaisri, Asano et al. 2004). De plus, le ciblage forcé au SPB 
du DK de Cdc5, par sa fusion avec Cnm67 une protéine du SPB, prévient 
l’hyperphosphorylation et la dégradation de Swe1 (Sakchaisri, Asano et al. 2004). Donc, les 
fonctions de la population de Cdc5 au site de cytocinèse sont cruciales pour la phosphorylation 
et la dégradation de Swe1 lors de l’entrée en mitose.  
2.4.1.3 Le checkpoint de morphogenèse 
Le checkpoint de morphogenèse maintient la coordination entre le processus de la 
formation du bourgeon de la levure et les évènements se produisant au sein du noyau au cours 
du cycle cellulaire (Lew 2003). L’homologue de Wee1 des mammifères, Swe1 chez S. 
cerevisiae, est régulé par ce checkpoint (Booher, Deshaies et al. 1993). Cette régulation 
permet à Swe1 d’inhiber Cdk par phosphorylation. Alors qu’en l’absence de Swe1, les cellules 
sont capables de progresser normalement au travers d’un cycle cellulaire non perturbé, elles ne 
peuvent cependant pas retarder les évènements du cycle cellulaire se produisant dans le noyau 
lorsque la polymérisation de l’actine et la formation du bourgeon sont entravées (Booher, 
Deshaies et al. 1993, McMillan, Sia et al. 1998). 
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2.4.2 Fonctions durant la transition métaphase/anaphase 
La mitose est l’étape critique du cycle cellulaire durant laquelle le matériel génétique 
est partagé entre les deux cellules filles. Ce processus implique la séparation des chromatides 
sœurs après que les chromosomes aient convergé à la plaque métaphasique grâce au fuseau 
mitotique bipolaire mis en place par deux centrosomes/SPB. Les chromatides sœurs peuvent 
se séparer suite à la dégradation  de cohésine, un complexe conservé de protéines de la famille 
SMC (Mehta, Kumar et al. 2013). Chez S. cerevisiae, le complexe mitotique est composé de 
Scc1, Scc3 ainsi que Smc1 et Smc3 (Amon 2001). Ce complexe protéique a pour rôle de 
tenir les chromatides sœurs ensemble depuis la phase S jusqu’au début de l’anaphase. 
L’endopeptidase separase (appelé Esp1 chez S. cerevisiae) clive la sous-unité Scc1 de 
cohésine et induit ainsi la perte de la cohésion entre chromatides sœurs (Uhlmann, Lottspeich 
et al. 1999). Des études chez la levure et les vertébrés montrent que Plk1 et Cdc5 
phosphorylent la cohésine, permettant ainsi la séparation des chromatides sœurs (Alexandru, 
Uhlmann et al. 2001, Sumara, Vorlaufer et al. 2002). Ainsi, les PLK régulent les évènements 
menant à la transition métaphase/anaphase en activant la séparation des chromatides sœurs. 
2.4.3 Fonctions associées centrosomes/SPB 
L’une des caractéristiques phénotypiques principales associées à un défaut d’activité 
des PLK est la formation de fuseaux mitotiques aberrants comme ceux caractérisés lors de 
l’isolation des mutants de Polo chez D. melanogaster (Sunkel et Glover 1988). Consistant avec 
ce phénotype initialement associé aux PLK, une inhibition de l’activité de Plk1 entrave la 
formation du fuseau mitotique en affectant la nucléation des microtubules (Lane et Nigg 1996, 
Casenghi, Meraldi et al. 2003). 
Chez S. cerevisiae, une réduction de l’activité de Cdc5 se traduit par un phénotype 
morphologique final de cellule à gros bourgeon présentant un fuseau mitotique bipolaire 
étendu avec les chromosomes presque complètement ségrégés (Kitada, Johnson et al. 1993). 
En conséquence, l’importance de Cdc5 dans la formation du fuseau mitotique semble être 
moindre. Cependant, des mutants de Cdc5 présentent un délai significatif dans la formation du 
fuseau mitotique (Park, Park et al. 2008, Chen et Weinreich 2010). Par ailleurs, Cdc5 possède 
une fonction critique dans le positionnement et l’orientation du fuseau mitotique en régulant le 
temps de la sortie de la mitose (Maekawa, Priest et al. 2007, Snead, Sullivan et al. 2007, Chan 
 21 
et Amon 2010). 
2.4.3.1 Fonctions de Cdc5 dans le MEN 
La sortie de la mitose, ou autrement dit la transition entre la mitose et l’entrée en phase 
G1 du prochain cycle, est un évènement bien caractérisé chez S. cerevisiae contrairement aux 
cellules de mammifères. Elle est contrôlée par un réseau de protéines associé au SPB appelé 
Mitotic Exit Network (ou MEN) (Gruneberg, Campbell et al. 2000, Stegmeier et Amon 2004). 
La GTPase Tem1, en amont de la cascade de signalisation du MEN, est régulée positivement 
par le facteur d’échange de guanine (ou GEF pour Guanine nucleotide Exchange Factor) Lte1 
et négativement par le complexe de GTPase-activatrice Bfa1-Bub2 (Shirayama, Matsui et al. 
1994, Bardin, Visintin et al. 2000, Geymonat, Spanos et al. 2002). Tem1 liée au GTP régule 
ainsi la Pak-like kinase Cdc15, qui à son tour active le complexe de kinase Dbf2-Mob1 
(Asakawa, Yoshida et al. 2001, Mah, Jang et al. 2001). Le MEN contrôle ultimement la 
relâche de la phosphatase duo-spécifique Cdc14, qui se trouve normalement séquestrée dans le 
nucléole, afin que son activité puisse antagoniser celle de Cdk1/cycline B (Visintin, Craig et 
al. 1998, Stegmeier et Amon 2004). Les fonctions de Cdc5 au SPB sont critiques pour 
l’activation du MEN. En premier lieu, lors d’un cycle cellulaire non perturbé, l’activation en 
anaphase du MEN peut être régulée en l’absence de Tem1 par Cdc5 (Rock et Amon 2011). En 
effet, les protéines Tem1 ainsi que Cdc5 sont requises au recrutement de la kinase Cdc15 au 
SPB qui est nécessaire et suffisant pour induire la voix de signalisation du MEN (Rock et 
Amon 2011). En second lieu, Cdc5 phosphoryle directement Bfa1-Bub2 et l’empêche ainsi 
d’interagir avec la GTPase Tem1 qui peut donc stimuler son effecteur Cdc15 pour mener à la 
sortie de la mitose (Hu, Wang et al. 2001, Ro, Song et al. 2002). La sortie de la mitose est 
caractérisée de manière moléculaire par l’activité de phosphatase Cdc14 qui promeut la 
dégradation de Clb2 en activant la transcription du co-facteur de l’APC/Cdh1 ainsi qu’en 
favorisant l’accumulation de Sic1, un inhibiteur de Cdc28 (Schwab, Lutum et al. 1997, 
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2.4.3.2 Fonctions de Cdc5 dans le FEAR 
L’étude approfondie du changement de localisation subcellulaire de Cdc14 au cours du 
cycle cellulaire a permis de mettre en évidence le fait que Cdc14 était relâchée de deux 
manières consécutives (Stegmeier, Visintin et al. 2002). En plus de son rôle dans l’activation 
du MEN, Cdc5 fait partie d’un autre réseau de protéine appelé FEAR (pour Cdc14 Early 
Anaphase Release) responsable de la désinhibition précoce de Cdc14. Cette dernière est 
requise pour la relocalisation du complexe Ipl1-Sli15 (homologue d’Aurora B) au fuseau 
mitotique (Pereira et Schiebel 2003). Le réseau de protéines FEAR n’est en revanche pas 
suffisant pour initier la sortie de la mitose mais facilite l’activation du MEN en ciblant et 
activant Cdc15 (Jaspersen et Morgan 2000, Stegmeier, Visintin et al. 2002). Ainsi, Cdc5 
localisé au SPB joue un rôle primordial dans la sortie de la mitose en régulant positivement la 
relâche de la phosphatase Cdc14 de manière partielle d’abord, via le réseau FEAR, puis de 
manière soutenue grâce au MEN. 
 
2.4.3.3 Fonctions des PLK dans la maturation des centrosomes/SPB 
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Un autre rôle important des PLK aux centrosomes/SPB est leur implication dans la 
maturation des centrosomes/SPB. Ce processus est défini par l’accumulation de complexes 
d’anneaux de g-tubuline (ou γ-TuRC) et de matériels péricentriolaires (ce dernier uniquement 
dans le cas des centrosomes) pour augmenter la nucléation des microtubules lors de 
l’établissement du fuseau mitotique (Meraldi et Nigg 2002). Cdc5 interagit et phosphoryle un 
composant des SPB, Spc72 (Maekawa, Priest et al. 2007, Snead, Sullivan et al. 2007). Cette 
phosphorylation semble favoriser le recrutement de γ-TuRC aux SPB liant ainsi l’activité de 
Cdc5 à la maturation des SPB dans la levure. 
L’implication de l’activité de liaison aux phospho-peptides du PBD n’a fait l’objet que de peu 
d’étude dans les fonctions de Cdc5 et des PLKs aux SPB. Les fonctions vitales des PLKs aux 
centrosomes/SPB dépendent-elles du phospho-priming de leurs substrats ?  
2.4.4 Fonctions en cytocinèse 
Les PLK assument aussi des fonctions essentielles en cytocinèse (Carmena, Riparbelli 
et al. 1998, Petronczki, Lenart et al. 2008). En effet, la surexpression d’une protéine tronquée 
n’ayant que le PBD provoque un arrêt en cytocinèse chez S. cerevisiae et un arrêt avant 
l’anaphase chez les cellules mammifères (Song, Grenfell et al. 2000, Seong, Kamijo et al. 
2002). Chez la levure, en plus de leur fonction pour la sortie de la mitose, les membres du 
MEN incluant Cdc5 sont essentiels à la formation de l’anneau d’actine au site de cytocinèse 
(Jimenez, Cid et al. 1998, Lee, Frenz et al. 2001). 
En particulier, Cdc5 contrôle la formation de l’anneau contractile chez S. cerevisiae en 
favorisant le recrutement de Rho GEF au site de cytocinèse afin de recruter et d’activer la 
petite GTPase Rho1 (Yoshida, Kono et al. 2006). Cette dernière est l’homologue fonctionnelle 
de RhoA des cellules animales qui a pour fonction d’activer la formation de filaments 
d’actines nécessaire à la cytocinèse (Tolliday, VerPlank et al. 2002, Balasubramanian, Bi et al. 
2004). 
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2.4.5 Fonctions dans la réponse au dommage à l’ADN 
 
Figure 4 : Schéma représentatif des protéines impliquées dans la réponse au dommage à 
l’ADN chez S. cerevisiae 
 
Lorsque le génome est endommagé, comme dans le cas des bris doubles-brins (ou 
DSBs pour Double-Strand Breaks), les cellules eucaryotes activent un réseau conservé de 
protéines dont le rôle est de contribuer à la survie de la cellule et de maintenir la stabilité du 
génome (Figure 4). Cette réponse cellulaire face au dommage à l’ADN arrête 
momentanément la progression du cycle cellulaire pour laisser le temps à la cellule de réparer 
son génome (Harper et Elledge 2007). 
 25 
2.4.5.1 La réponse au dommage à l’ADN 
La réponse aux dommages à l’ADN est principalement régulée via des cascades de 
phosphorylation initiées par des kinases.  Quand l’ADN est endommagé, le cycle cellulaire est 
rapidement arrêté par l’activation des kinases phosphatidylinositol 3’ kinase-like (PIKKs) 
incluant Tel1 et Mec1 dont les homologues mammifères sont respectivement ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related). Ces PIKKs font 
parti d’un mécanisme de détection des lésions à l’ADN ou de fourches de réplication bloquées 
qui activent les kinases effectrices Chk1 et Chk2 (Rad53 chez S. cerevisiae) avec l’aide de 
protéines adaptatrices comme Rad9 ou Ddc1 (Figure 4) (Harper et Elledge 2007). 
2.4.5.2 Le checkpoint des dommages à l’ADN 
Chk1 et Rad53 contrôlent l’activation du checkpoint en réponse au dommage à l’ADN 
(Figure 4). La structure du checkpoint est de manière générale conservée chez les eucaryotes 
bien que les cellules animales présentent des niveaux additionnels de complexité,  comme par 
exemple la présence d’une signalisation dépendante de p53, absente chez les levures (Li et 
Zou 2005, Harrison et Haber 2006). L’activation du checkpoint est un mécanisme permettant 
de préserver l’intégrité du génome et constitue ainsi une barrière à la transformation des 
cellules normales en cellules cancéreuses.  
2.4.5.3 La régulation du checkpoints des dommages à l’ADN par les PLK 
En réponse au dommage à l’ADN, les cellules de S. cerevisiae arrêtent de cycler en 
métaphase mais peuvent retourner dans le cycle même si le dommage n’est pas réparé. 
L’allèle mutant cdc5-ad inhibe complètement la possibilité des cellules de revenir dans le 
cycle cellulaire (Toczyski, Galgoczy et al. 1997). Ce phénotype suggère fortement que les 
PLK sont impliquées dans le processus d’adaptation au dommage persistant à l’ADN. De plus, 
la surexpression de CDC5 permet de contourner l’arrêt du cycle cellulaire induit par le 
checkpoint (Sanchez, Bachant et al. 1999). Cependant, bien que plusieurs mécanismes par 
lesquels Cdc5 permet aux cellules de retourner dans le cycle cellulaire aient été proposés, 
aucun consensus n’a été atteint et ces mécanismes restent donc encore à l’heure actuelle 
inconnus. Deux études récentes proposent que Cdc5 inhiberait directement la kinase effectrice 
Rad53 ou l’endonucléase Sae2 mais les démonstrations présentées ne permettent pas 
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d’affirmer que les interactions entre Cdc5 et ces protéines sont effectivement responsables du 
retour des cellules en mitose (Donnianni, Ferrari et al. 2010, Vidanes, Sweeney et al. 2010).  
 
2.5 Les PLK en tant que cibles thérapeutiques pour le traitement du cancer 
2.5.1 Types de cancers affectés par Plk1 
Les PLK font l’objet d’un intense effort de recherche à cause de l’implication majeure 
de Plk1 humaine, et de ses orthologues dans d’autres organismes, dans l’orchestration des 
évènements du cycle cellulaire. La dérégulation des niveaux de protéines de Plk1 dans 
différentes lignées cellulaires cancéreuses est liée à la formation de centrosomes anormaux 
causant de l’instabilité génomique et de l’aneuploïdie, et menant ultimement au 
développement de tumeurs (Simizu et Osada 2000). De plus, la surexpression de Plk1 dans des 
lignées cellulaires normales induit la transformation des cellules et augmente leur potentiel 
tumorigène (Smith, Wilson et al. 1997). Il est alors peu surprenant que les niveaux 
d’expression de Plk1 soient particulièrement élevés dans un grand nombre de cancer. Ainsi, 
une abondance anormale de Plk1 a notamment été détectée dans les cancers colorectaux, les 
cancers du sein, les carcinomes œsophagiens, les carcinomes de l’endomètre, les mélanomes, 
le cancer du poumon non à petites cellules, le cancer des ovaires, les carcinomes 
oropharyngés, le cancer du pancréas, les carcinomes papillaires ainsi que les carcinomes de la 
prostate (Strebhardt, Kneisel et al. 2000, Weichert, Denkert et al. 2004, Weichert, Schmidt et 
al. 2004, Yamada, Ohira et al. 2004, Weichert, Kristiansen et al. 2005, Weichert, Schmidt et 
al. 2005, Weichert, Ullrich et al. 2006, Schmit, Zhong et al. 2009, Schmit, Zhong et al. 2009). 
Mais le rôle de Plk1 dans la transformation des cellules normales n’est pas limité aux tumeurs 
solides. Des quantités anormalement élevées de Plk1 ont aussi été détectées dans des 
hémopathies malignes telles que les leucémies myéloïdes aigües et chroniques ainsi que 
certains lymphomes non-Hodgkiniens (Wolf, Hildenbrand et al. 2000, Mito, Kashima et al. 
2005, Gleixner, Ferenc et al. 2010, Berg, Bug et al. 2012). Il est important de noter que les 
cellules normales sont moins sensibles à l’inhibition de Plk1 comparées aux cellules 
transformées (Luo, Emanuele et al. 2009). 
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2.5.2 Utilisation de Plk1 à des fins pronostics 
Il est intéressant de noter que dans plusieurs types de cancers, les niveaux de protéine 
de Plk1 ont une corrélation inverse aux chances de survie des patients suggérant donc que 
Plk1 peut servir de marqueur pour les maladies métastatiques ainsi que d’indicateur de 
pronostique (Wolf, Elez et al. 1997, Knecht, Oberhauser et al. 2000, Strebhardt, Kneisel et al. 
2000, Kneisel, Strebhardt et al. 2002). Cependant, il reste possible que la surexpression de 
Plk1 dans les tumeurs in vivo soit une conséquence de la prolifération des cellules cancéreuses 
et non pas une cause de celle-ci.  
3. Raisonnement, hypothèses et objectifs 
3.1 Importance de la recherche sur les kinases 
Chez les eucaryotes, les kinases jouent un rôle essentiel dans l’orchestration d’une 
multitude d’évènements cellulaires. Cela explique leur prédominante implication dans de 
nombreuses maladies comme le cancer. Il est donc normal de constater que d’importants 
efforts de recherche soient mis en œuvre pour générer des médicaments ciblant spécifiquement 
diverses kinases (Scapin 2006). La recherche sur les kinases remplit donc au moins deux 
objectifs importants dans la perspective de l’amélioration de la santé humaine. D’une part, il 
est essentiel de comprendre quelles sont les fonctions remplies par ces kinases afin d’obtenir 
une meilleure vue d’ensemble des facteurs menant aux maladies. D’autre part, la 
compréhension du mode d’action des kinases et des interactions intra- et inter-moléculaires en 
jeu permet d’améliorer et de faciliter le design de composants chimiques les ciblant. 
3.2 Succès thérapeutiques de l’inhibition des kinases 
Ainsi, de nombreux inhibiteurs du DK de plusieurs protéines kinases ont été 
développées et leur potentiel à devenir des agents thérapeutiques anti-cancéreux a été évalué. 
Les succès que représentent l’imatinib mesylate inhibant BCR-Abl (Novartis) et le gefitinib 
inhibant le récepteur EGF ou Epidermal Growth Factor (AstraZeneca) sont des exemples qui 
illustrent bien le potentiel thérapeutique associé à l’inhibition de kinases dans la thérapie 
contre le cancer (Druker, Tamura et al. 1996, Schindler, Bornmann et al. 2000, Barker, Gibson 
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et al. 2001). Malgré cela, de nombreux composés chimiques échouent lors des essais pré-
cliniques et cliniques à cause d’un manque de spécificité envers la cible thérapeutique, 
induisant donc des effets secondaires (Liao 2007). Cela est en grande partie dû au fait que la 
région du DK portant l’activité catalytique est hautement conservée non seulement en 
séquence mais aussi en conformation (Liao 2007). Les enjeux associés à la compréhension des 
kinases sont donc d’envergure puisqu’ils promettent un potentiel de thérapie grâce à la 
découverte de nouvelles cibles thérapeutiques, mais aussi car ils favorisent l’amélioration de 
thérapies déjà existantes. 
3.3 L’utilisation des mutants conditionnels pour la recherche sur les kinases 
Différents outils sont actuellement utilisés pour l’étude des kinases tels que l’utilisation de 
mutants ou d’inhibiteurs chimiques. Les mutants conditionnels de type thermosensible (ts) 
sont de puissants outils génétiques permettant la fine dissection des fonctions des kinases in 
vivo. Ils ont en particulier l’avantage de ne pas présenter les effets secondaires associés à 
l’utilisation d’inhibiteurs chimiques qui peuvent notamment interférer avec d’autres cibles. Il 
est aussi envisageable que l’utilisation de mutants conditionnels permette une inhibition 
réversible des kinases qui est moins évidente à mettre en place lors d’utilisation de composés 
chimiques. Les approches génétiques lors de l’étude des kinases in vivo semblent donc 
représenter une excellente alternative à l’utilisation d’inhibiteurs chimiques.  
L’activité d’un mutant ts d’une protéine est généralement réduite, voire complètement 
éliminée, lorsque les conditions expérimentales sont changées et qu’une certaine température 
appelée restrictive est atteinte (Varadarajan, Nagarajaram et al. 1996). Longtemps, les mutants 
présentant un phénotype ts ont été isolés grâce à l’utilisation d’agents chimiques mutagéniques 
générant des mutations aléatoires comme l’ethyl-methyl-sulfonate (ou EMS) suivi de criblages 
génétiques fastidieux (Suzuki, Grigliatti et al. 1971). Ainsi, une approche décrivant comment 
prédire de manière rationnelle quels résidus muter dans le but de générer des mutants ts a été 
proposée mais le taux de succès de cette approche est toujours incertain à ce jour 
(Varadarajan, Nagarajaram et al. 1996). Ce genre d’approche peut être très prometteur pour 
faciliter la génération de mutants conditionnels dans différents organismes mais aucune 
méthode particulière n’a à ce jour été mise au point. 
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3.4 Les mutants conditionnels des PLK pour leur étude 
Afin de contribuer à l’avancement des connaissances sur PLK, notre objectif était de 
déterminer dans quelle mesure chacune des activités moléculaires associées au PBD et au DK 
participent aux fonctions cellulaires leur étant attribuées. Pour faire cela, nous avions besoin 
de nous doter d’une approche nous permettant d’inhiber spécifiquement l’activité catalytique 
d’une part et l’activité du PBD la mieux décrite à ce jour, à savoir l’activité de liaison à des 
phospho-peptides d’autre part.  
CDC5 est un gène essentiel et son étude ne peut donc pas être réalisée par l’approche 
génétique classique de délétion de gène. Afin de comprendre les fonctions de Cdc5 in vivo, un 
nombre important d’études utilisent des mutants conditionnels. La majorité des allèles publiés 
de CDC5 porte des mutations soit à l’intérieur du PBD, soit dans ses régions adjacentes à 
l’exception de cdc5-2, cdc5-as1 et cdc5-ad (Figure S1.A - Chapitre 2). Ces mutants 
possèdent des phénotypes divergents comparés aux mutants du PBD. Par exemple, les cellules 
portant cdc5-ad démontrent des défauts spécifiques dans l’adaptation aux dommages 
persistants à l’ADN qu’aucun autre allèle présenté ne possède (Toczyski, Galgoczy et al. 
1997). De plus, les mutants cdc5-ad ne souffrent pas de défauts drastiques pendant le cycle 
cellulaire (Park, Song et al. 2003). Cette observation suggère que l’insertion de mutations 
ciblant le PBD ou le domaine kinase de Cdc5 permet de d’identifier les fonctions spécifiques 
leur étant associées. 
3.5 Objectifs de recherche 
L’objectif général de l’étude est d’apporter une meilleure compréhension des PLK 
dans le but ultime de contribuer au développement de thérapies visant leur inhibition directe 
où l’inhibition de voies de signalisation impliquant les PLK dans la promotion de la 
prolifération cellulaire. Dans cette optique, nous nous sommes fixé trois sous-
objectifs spécifiques : 
Objectif 1 : 
Développer une approche génétique pour inhiber indépendamment l’activité du PBD et du DK 
de Cdc5 
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Objectif 2 : 
Déterminer les fonctions essentielles du DK de Cdc5 dans le contexte de la mitose 
Objectif 3 : 




Chapitre 2 : Article n°1 
Independent modulation of the kinase and PBD activities 
of Cdc5 unravels unique roles in the maintenance of 
genome stability 
 
Le Chapitre 2 est un article portant sur une étude  cherchant à évaluer la contribution de 
chacun des deux domaines fonctionnels des PLK, leur PBD et leur DK, dans leurs rôles de 
régulation de la mitose et de l’intégrité du génome. Nous avons développé une nouvelle 
approche génétique afin de générer des mutants du domaine kinase nous permettant de 
contrôler de manière conditionnelle l’activité de ces kinases in vivo. 
 
Publié dans Proceedings of the National Academy of Science of USA 2011.
 32 
Chapitre 2 : Article n°1 
Independent modulation of the kinase and PBD activities of Cdc5 unravels 
unique roles in the maintenance of genome stability 
 
 
Hery Ratsima, Anne-Marie Ladouceur, Mirela Pascariu, Véronique Sauvé, Zeina Salloum, 
Paul S. Maddox and Damien D’Amours 
 
 
Institute for Research in Immunology and Cancer 
and Département de Pathologie et Biologie Cellulaire  
Université de Montréal 
P.O. Box 6128, Succursale Centre-Ville 




Polo-like kinases (PLKs) are evolutionarily conserved kinases essential for cell cycle 
regulation. These kinases are characterized by the presence of a C-terminal phosphopeptide-
interaction domain, the polo-box domain (PBD). How the functional domains of PLKs work 
together to promote cell division is not understood. To address this, we performed a genetic 
screen to identify mutations that independently modulate the kinase and PBD activities of 
yeast PLK/Cdc5. Remarkably, we identified a mutagenic hotspot in the F-helix region of Cdc5 
kinase domain that allows one to control kinase activity in vivo. These mutations can be 
systematically engineered into other major eukaryotic cell cycle kinases to similarly regulate 
their activity in live cells. Here we show using this approach that the execution of mitotic exit 
is uniquely sensitive to modulation of Cdc5 kinase activity. In particular, the execution of late 
mitotic processes is uniquely sensitive to the levels of Cdc5 kinase activity. In contrast, PBD-
defective mutants are capable of completing mitosis, but are unable to maintain spindle pole 
body integrity. Consistent with this defect, PBD-deficient cells progressively double the size 
of their genome, and ultimately lose genome integrity. Collectively, these results implicate 
Cdc5 in unexpected new functions during cell division and reveal novel mechanisms 
controlling SPB behavior and genome stability. 
Introduction 
Reversible protein phosphorylation plays critical roles in the regulation of most physiological 
processes in eukaryotes (Ubersax et Ferrell 2007). This modification is catalyzed by protein 
kinases, a large family of enzymes regulating nearly every aspect of cell biology. The main 
structural features of protein kinases are highly conserved among various members of this 
family of proteins, and yet individual kinases display remarkably high specificity in their 
modes of activation and substrate selection in vivo (Ubersax et Ferrell 2007). Precise 
spatiotemporal regulation of protein kinase activity has been achieved, at least in part, through 
association of kinase domains with ancillary targeting domains and/or regulatory subunits 
(Mahajan, Yuan et al. 2008, Pawson et Kofler 2009). Understanding the molecular 
mechanisms governing enzymatic activation and substrate specificity in multidomain kinases 
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depends largely on the ability to dissociate the activity of regulatory and catalytic domains in 
these enzymes. 
 Polo-like kinases (PLKs) are multidomain kinases playing essential roles in cell 
division, proliferation and development (Archambault et Glover 2009). A defining feature of 
this family of kinases is the presence at the carboxy terminus of the protein of a 
phosphopeptide interaction module, the polo-box domain (PBD). The PBD is believed to 
stimulate phosphorylation of PLK substrates by mediating phospho-dependent interactions 
between PLKs and its substrates (Park, Soung et al. 2010). The PBD can also target PLKs to 
specific subcellular domains, such as centrosomes (Song, Grenfell et al. 2000, Seong, Kamijo 
et al. 2002), where the increased local concentration of the kinase promotes the 
phosphorylation of specific substrates. Interestingly, a growing number of studies have shown 
that the PBD is capable of mediating interactions with unphosphorylated proteins as well 
(Park, Soung et al. 2010). One such interaction involves the kinase domain of PLKs, and is 
believed to suppress the activity of the kinase until a substrate is bound to the PBD (Jang, Lin 
et al. 2002). Remarkably, this intramolecular interaction does not require residues important 
for phosphopeptide-binding, thereby suggesting the existence of distinct binding modes for the 
association of phosphorylated and unmodified proteins with the PBD (Elia, Rellos et al. 2003). 
The PBD thus appears to be a key interaction hub for the regulation of PLK localization, 
substrate-specificity and enzymatic activity. 
How the kinase domain and the PBD of PLKs work together to promote cell cycle 
progression in living cells is unclear. In particular, it is unknown whether the PBD plays 
kinase-independent functions in vivo (Archambault et Glover 2009). Discovering the specific 
roles of PLK functional domains in cells is a formidable challenge because kinase inactivation 
leads to lethality and thus prevents detailed in vivo analyses. Indeed, it has not been possible 
so far to isolate PLK mutants constitutively defective in kinase activity. Furthermore, existing 
conditional mutations have undesirable side effects, such as impaired proliferation or changes 
in protein stability (Fig. S1A-C). To address this, we developed a new genetic approach to 
isolate genuine separation-of-function mutants of budding yeast PLK/Cdc5. We show here 
that the functions of the kinase domain and PBD of Cdc5 can be dissociated genetically with 
strikingly different consequences for cells. In particular, we unveil unexpected new functions 




Regulation of Cdc5 kinase activity by F-helix mutations 
We first performed a genetic screen to identify mutations affecting the F-helix of Cdc5 kinase 
domain. This helix plays an integrative role in eukaryotic protein kinases (EPKs) by acting as 
an anchor for distinct parts of the kinase domain (Kannan et Neuwald 2005, Kornev, Taylor et 
al. 2008). While this helix is conserved in all EPKs, we noticed that it is absent in atypical 
kinases (Kannan et Neuwald 2005) and reasoned that it may not be absolutely required for 
catalysis. In light of this, we hypothesized that mutations in the F-helix may affect kinase 
activity in a moderate or conditional manner. To test this, we generated both random and 
targeted mutations in Cdc5 kinase domain. From this pool, we identified two specific 
mutations, D263N and V269D, that when introduced in the F-helix of Cdc5 generated 
temperature-sensitive (ts) alleles (Fig. 1A,B). One of the mutations affects the F-helix 
aspartate conserved in all EPKs (D263) and prevents the formation of an important network of 
hydrogen-bonds with residues in the catalytic loop (Kannan et Neuwald 2005) (H196, H202, 
R203; Fig. 1C). The other mutation affects valine 269, a residue involved in the formation of 
several conserved hydrophobic interactions important for kinase-substrate association (Kannan 
et Neuwald 2005). Importantly, the severity of the phenotype of the original mutants could be 
modulated and optimized by changing the nature of the amino acid residue at the specific 
position affected in the original mutants (cdc5-77: D263Q and cdc5-88: V269E; Fig. 1A-D). 
Together, these results indicate that it is possible to engineer kinase-specific conditional 
mutations in Cdc5. 
Our ability to create Cdc5 mutants with conditional kinase activity prompted us to ask 
whether other essential kinases might be engineered in a similar manner. Remarkably, 
introducing mutations corresponding to cdc5-77 and cdc5-88 in essential cell cycle kinases 
resulted in the creation of at least one novel conditional allele for each of these kinases (Fig. 
1E). For example, engineering both positions in Ipl1 kinase resulted in two ts alleles, including 
a novel high sensitivity ts allele, ipl1-85. Interestingly, the previously published ipl1-321 and 
mps1-6 alleles carry mutations that affect the same kinase positions as those modified in cdc5-
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77 and cdc5-88, respectively (Schutz et Winey 1998, Biggins, Severin et al. 1999). 
Collectively, our results indicate that the F-helix region of EPKs is a mutagenic hotspot to 
create useful conditional mutants in essential kinases in yeast. 
We next sought to determine whether Cdc5 kinase mutations could modulate the 
enzymatic activity of the engineered protein. To this end, we purified wild-type (wt) Cdc5 and 
Cdc5-77 mutant, and performed kinase activity assays at various temperatures. As expected, 
the kinase activity of wt Cdc5 increased with temperature from 22°C to 34°C and remained 
high at 38°C (Fig. 2A). In contrast, the kinase activity of Cdc5-77 started to diminish at 
temperatures above 30°C and was significantly reduced at 38°C (Fig. 2A). We needed to use 
much larger amounts of mutant relative to wt Cdc5 to accurately monitor phosphorylation in 
these kinase assays. To better compare the absolute difference in activity of those kinases, we 
performed additional experiments in the presence of equal amounts of wt and mutant Cdc5. 
Strikingly, we observe that even at the optimal temperature of 30°C, the kinase activity of 
Cdc5-77 is ≤1-2% of wt levels (Fig. 2B). Interestingly, cell survival in the presence of very 
low levels of kinase activity has been reported with several essential kinases (Simanis et Nurse 
1986, Simizu et Osada 2000, Hermosilla, Tapia et al. 2005). This low level of activity is not 
due to reduced phosphorylation of the activation loop of Cdc5 because pre-phosphorylation of 
the mutant by Cdk1 (Mortensen, Haas et al. 2005) did not improve its kinase activity (Fig. 2C; 
note that Cdk1 can phosphorylate casein weakly, thereby covering up the weaker Cdc5 mutant 
signal). Although the kinase activity of Cdc5-77 is thermosensitive in vitro, it remains a 
possibility that the conditional phenotype of cdc5-77 mutants is due in part to reduced protein 
stability in vivo. To address this, we directly monitored Cdc5 protein stability in mutant and wt 
cells. Figure 2D shows that Cdc5-77 and Cdc5-88 protein levels were not reduced relative to 
wt Cdc5 at non-permissive temperature. Consistent with this result, inactivation of the protein 
quality control pathway (Gardner, Nelson et al. 2005) did not suppress the ts phenotype of 
cdc5-77 mutants (Fig. 2E) but did partially suppress the ts phenotype associated with the 
unstable Cdc5-1 protein (Figs. 2D, S1D). Together, these results indicate that the kinase 
activity of Cdc5-77 is thermosensitive in vitro and that its protein levels are not reduced at 
non-permissive temperature relative to wt Cdc5 in vivo. 
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Loss of Cdc5 kinase activity leads to mitotic exit defects 
The creation of mutants that specifically modulate the kinase activity of Cdc5 allowed us to 
investigate the specific roles of this activity in vivo. We first compared cell cycle progression 
of a synchronized culture of cdc5-77 mutants (i.e., kinase-defective Cdc5) with that of a 
control cdc15-2 mutant. We used a cdc15-2 mutant as control in this experiment because this 
strain arrest during mitosis at a stage similar to cdc5 mutants (Surana, Amon et al. 1993), 
which allows direct comparison of cell cycle progression between both strains. Interestingly, 
cdc5-77 mutants growing at non-permissive temperature progressed normally from G1 up to 
early mitosis but arrested with elongated mitotic spindles and a 2n DNA content (135 min and 
later; Fig. 3A-C). As expected for a Cdc5 kinase-defective strain, several proteins that 
normally become phosphorylated in mitosis –including Bfa1, Brn1, Mcd1/Scc1, and Nud1– 
showed little or no phosphorylation in cdc5-77 mutants (Fig. 3D). In contrast, those substrates 
show high levels of phosphorylation in cdc15-2 mutants arrested in late mitosis (Fig. 3D). 
 We next sought to better define the late mitotic defect of cdc5-77 mutants. One of the 
key functions of Cdc5 in anaphase is to regulate the release and activation of Cdc14 from its 
nucleolar inhibitor, Cfi1/Net1 (D'Amours et Amon 2004). To address the role of Cdc5 kinase 
activity in this process, we compared Cdc14 nucleolar release in wt, cdc15-2, and cdc5-77 
mutants released from a-factor arrest. It was necessary to include a wt strain in this experiment 
because cdc15-2 mutants are defective in Cdc14 release by the mitotic exit network (MEN; 
(D'Amours et Amon 2004) ). Immunofluorescence analysis of those strains revealed that the 
nucleolar release of Cdc14 was significantly diminished in cdc5-77 mutants relative to wt 
(Fig. 3E). In fact, most cdc5-77 cells contained little-to-no Cdc14 released from the nucleolus 
once they reached the end of the time course experiment (Fig. 3E). This phenotype is very 
similar to the Cdc14 release defect seen in MEN-deficient mutants (i.e., cdc15-2; Fig. 
3E)(Stegmeier, Visintin et al. 2002). Collectively, our results indicate that cdc5-77 mutants are 
at least partially competent in Cdc14 activation by the FEAR network, but completely 
defective in the activation of Cdc14 mediated by the MEN. Mechanistically, this mitotic exit 
defect is consistent with the absence of phosphorylation of key MEN regulators –Bfa1 and 
Nud1– in cdc5-77 cells (Fig. 3D). 
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 Finally, we wanted to test the role of Cdc5 in spindle positioning in mid-mitosis, since 
it was shown recently that this function was defective in a specific cdc5 mutant (Snead, 
Sullivan et al. 2007). The relative localization of the mitotic spindle was compared to the 
mother-bud axis at anaphase onset in cdc5-77 mutants and control cells, as previously 
described. We did not detect any increase in misaligned spindles in cdc5-77 mutants relative 
to control strains (Fig. 3F). Taken together, these results show that the execution of late 
mitotic processes is acutely sensitive to the levels of Cdc5 kinase activity. Even though clear 
defects in Cdc5 substrate phosphorylation are visible prior to anaphase in cdc5-77 mutants, 
their most striking cellular phenotype is a complete block in the execution of mitotic exit. 
The phosphopeptide-binding activity of Cdc5 is not essential for viability 
Having isolated kinase-specific mutants, we next wanted to identify mutations that would 
specifically inactivate Cdc5’s PBD. To this end, we created a diploid yeast strain carrying one 
copy of the CDC5 gene with a deletion in its PBD (from residue 511 to 705). Sporulation and 
dissection of this diploid strain revealed that spores carrying a deletion in Cdc5 PBD were 
inviable (Fig 4A). Similar results were obtained with a strain carrying a previously-described 
allele affecting Cdc5 PBD (i.e., cdc5-FAA; Fig 4C) (Song, Grenfell et al. 2000). This result 
suggested that the PBD of Cdc5 is essential for yeast viability or, alternatively, that such 
mutations might have deleterious secondary effects on the shorter version of the protein. To 
discriminate between these two possibilities, we tagged wt CDC5 and PBD truncation mutants 
with Myc epitopes in heterozygous diploid strains and compared the stability of the mutant 
proteins to wt Cdc5 by western blot analysis. Remarkably, deletion of the PBD alone (residues 
511 to 705) or together with the adjacent polo-cap region (residues 470 to 705) (Elia, Rellos et 
al. 2003) resulted in a massive increase in the levels of the mutant proteins relative to wt Cdc5 
(Fig 4B). Previous studies have shown that supraphysiological levels of Cdc5 or excess polo-
like kinase activity are deleterious to yeast proliferation (Lee et Erikson 1997, Shirayama, 
Zachariae et al. 1998). 
 Since deletion of the entire PBD of PLKs/Cdc5 has secondary consequences on both 
protein stability and polo kinase activity (Jang, Lin et al. 2002), we hypothesized that a more 
targeted approach may be more successful at deciphering the precise role(s) of Cdc5 PBD. 
Specifically, creating point mutations in PBD residues known to be required for 
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phosphopeptide-binding activity might be more amenable to genetic analysis since such 
mutations would leave other functions of the PBD intact. In particular, it is known that the 
inhibitory functions of the PBD on the kinase activity of PLKs are maintained in 
phosphopeptide-binding mutants (Elia, Rellos et al. 2003). These observations prompted us to 
create both moderate (cdc5-12: H641A, K643M) and severe (cdc5-16: W517F, H641A, 
K643M) alleles of Cdc5 PBD based on the observation that Plk1 mutants corresponding to 
W517F or H641A-K643M have no detectable phosphopeptide-binding activity in vitro (Elia, 
Rellos et al. 2003, Garcia-Alvarez, de Carcer et al. 2007). Consistent with this observation, 
introducing these mutations in Cdc5 PBD prevents binding to all its known phospho-substrates 
(Elia, Rellos et al. 2003, Yoshida, Kono et al. 2006, Snead, Sullivan et al. 2007, Chen et 
Weinreich 2010). Heterozygous diploid yeast strains carrying one copy of cdc5-12 or cdc5-16 
were sporulated and the viability of the resulting spores was investigated. Remarkably, haploid 
cells carrying PBD-defective alleles of CDC5 at the endogenous locus were viable (Figs. 4D) 
and showed little-to-no growth defect (Fig. 4E). This result is consistent with a recent 
demonstration that similar PBD mutants of CDC5 are viable in yeast (Chen et Weinreich 
2010). Together, these experiments unexpectedly revealed that the phosphopeptide-binding 
activity of the PBD of Cdc5 is largely dispensable for both cell proliferation and survival. 
 Previous studies have shown that a cdc5 allele carrying point mutations in Cdc5 PBD –
namely, W517F, V518A, and L530A– was incapable of complementing the growth defect of 
cdc5-1 mutants (Song, Grenfell et al. 2000). We thus wanted to test whether cdc5-16 behaved 
in a similar fashion. cdc5-16 was integrated at the URA3 locus in cdc5-1 and cdc5-77 mutants, 
and its ability to complement the ts phenotype of its host strains was tested. Remarkably, 
expression of cdc5-16 or CDC5 (both from their native promoter) complemented the ts 
phenotype of the cdc5-77 mutant at all temperatures tested (Fig. 4F). Similar complementation 
was obtained with a cdc5-1 mutant except that this strain could not be fully complemented at 
37°C, even with wt CDC5 (Fig. 4F). This may suggest that the cdc5-1 mutant acts in a 
dominant-negative manner at high temperature, thus explaining why complementation of this 
allele has previously been reported at 35°C (Song, Grenfell et al. 2000). Importantly, the 
ability of cdc5-16 PBD mutant to complement the growth defect of the kinase-specific mutant 
cdc5-77 is consistent with both alleles being affected in distinct biochemical functions. 
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Cdc5 kinase and PBD mutants have distinct phenotypes 
We next turned our attention to the phenotypic characterization of the PBD mutants of Cdc5. 
In contrast to the strong mitotic phenotype of Cdc5 kinase mutants, no striking defect in cell 
cycle progression was detected in cdc5-16 mutants progressing from G1 to mitosis (Fig. 5A-
C). Inactivation of the phosphopeptide-binding activity of the PBD did affect the duration of 
late mitotic events, as evidenced by an accumulation of cells with elongated spindles and a 
~15 min delay in spindle disassembly relative to wt control cells (Fig. 5A). However, cells 
exited mitosis rapidly after this delay and formed individual, albeit slightly enlarged and 
deformed cells (Fig. 5A-C). Inspection of cell morphology by microscopy revealed no 
detectable “chain-like” phenotype indicative of a defect in cell separation in cdc5-16 mutants 
(>93% single unbudded cells in 500 G1-arrested cells; Fig. 3A-C). 
The modest mitotic phenotype of cdc5-16 cells prompted us to investigate how the loss 
of PBD phosphopeptide-binding activity affected the phosphorylation of Cdc5 substrates. 
Remarkably, loss of PBD activity affected Cdc5 substrate phosphorylation to very different 
degrees depending on the substrate analyzed. For instance, phosphorylation of Mcd1/Scc1 and 
Nud1 appeared to be mostly unaffected by the loss of PBD activity, whereas Slk19 was hyper-
phosphorylated in cdc5-16 mutants (Fig. 5D). These results indicate that the intrinsic kinase 
activity of the Cdc5-16 mutant is not severely reduced by the PBD mutations. On the other 
hand, phosphorylation of Brn1 was significantly delayed in cdc5-16 cells, but reached normal 
levels later in mitosis (Fig. 5D). Finally, loss of PBD activity resulted in an almost complete 
abrogation of Bfa1 phosphorylation during mitosis (Fig. 5D). Together, these results reveal 
that inactivation of Cdc5 PBD can affect substrate phosphorylation both positively and 
negatively during the cell cycle. 
 The mitotic delay experienced by cdc5-16 cells could be the result of a defect in a 
number of anaphase events. To better define the anaphase phenotype of these cells, we first 
evaluated the kinetics of sister-chromatid (SC) segregation in cdc5-16 mutants and control 
cells carrying tetO-GFP dots on chromosome 5 (Chr5). Remarkably, both strains segregated 
Chr5 with similar kinetics in a synchronous time-course experiment (Fig. 5E). Specifically, 
initiation of SC segregation occurred 60 min following a-factor release in both strains, and 
maximal segregation was reached at 75 min post-release (Fig. 5E). The absence of SC 
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segregation defect in cdc5-16 cells is consistent with the fact that phosphorylation of the 
cohesin subunit Mcd1/Scc1 is not affected in this mutant (Fig. 5D). 
 Next, we examined whether defects in spindle positioning might contribute to the 
anaphase delay of cdc5-16 cells. Wild-type and mutant cells were processed as described 
above for evaluation of the relative position of their mitotic spindles at anaphase onset (Snead, 
Sullivan et al. 2007). Cytological examination of mitotic spindles in these cells did not reveal 
any evidence for defective spindle positioning in cdc5-16 mutants (Fig. 5F). This prompted us 
to evaluate whether a later event in mitosis –namely, Cdc14 nucleolar release– might be 
affected in cdc5-16 cells. Immunofluorescence analysis of synchronous cell populations 
revealed that both mutant and wt strains initiated Cdc14 release at the same time in anaphase 
(~60-75 min after a-factor release; Fig. 5G). However, cdc5-16 mutants maintained this 
release significantly longer than wt cells (~30 min longer; Fig. 5G). The sustained release of 
Cdc14 in cdc5-16 mutants is consistent with the slow progression of these cells in anaphase 
(Fig. 5A). Collectively, these results indicate that the PBD activity of Cdc5 is required for 
timely progression through anaphase and for normal kinetics of Cdc14 activation in late 
mitosis. 
Inactivation of Cdc5 PBD causes defects in SPB integrity 
We next wanted to identify how the loss of PBD activity might affect the regulation and 
function of Cdc5 in vivo. To achieve this, we tagged Cdc5 with 3xGFP and asked whether the 
subcellular localization of the mutant protein was altered relative to wt. Consistent with 
previous studies, we observed that Cdc5 accumulated in the nucleus as cells entered mitosis 
and was specifically enriched in two perinuclear foci corresponding to SPBs in mitotic cells 
(Fig. 6A) (Shirayama, Zachariae et al. 1998, Song, Grenfell et al. 2000). In contrast, we did 
not detect a specific enrichment of GFP-Cdc15-16 during mitosis in any particular structure of 
the cell other than the nucleus (Fig. 6A). The diffuse nuclear localization of Cdc5 PBD mutant 
was not due to changes in expression levels of the mutant protein (Fig. S2). 
 The fact that Cdc5-16 did not localize to the SPBs suggests that the functionality of 
microtubule-organizing centers (MTOCs) might be affected by the absence of Cdc5 PBD 
activity. To investigate this possibility, we fused the SPB component Spc42 to GFP in strains 
carrying wt CDC5 or the PBD mutant allele and counted the number of SPB-like fluorescent 
 42 
structures/dots in these cells. Surprisingly, we observed that cdc5-16 cells carried a highly 
abnormal number of Spc42-GFP structures relative to wt cells. Specifically, more than 30% of 
cdc5-16 mutants showed two or more Spc42-GFP dots per cell, whereas normal cells arrested 
in nocodazole showed mostly a single Spc42-GFP dot per cell, as expected (Fig. 6B, C). This 
phenotype is not caused by the inability of cdc5-16 mutants to maintain the nocodazole arrest 
because similar results were obtained with G1-arrested cells (data not shown), and loss of 
Cdc5 PBD activity does not interfere with nocodazole arrest (Chen et Weinreich 2010). 
 Although no other cdc5 mutant shares the supernumerary Spc42 foci phenotype of 
cdc5-16 mutants, it is intriguing that overexpression of wt Cdc5 has also been reported to 
increase Spc42 foci numbers in yeast (Song, Grenfell et al. 2000). However, the functional 
significance of this phenomenon, if any, has not been investigated until now. One possibility is 
that some of the supernumerary Spc42-GFP dots may represent a pool of cellular Spc42 that 
failed to insert into functional SPBs and self-assembled into aberrant SPB-like structures in 
mutant cells (Schutz et Winey 1998). In order to better understand the nature of these aberrant 
structures, we tagged multiple components of the SPB with GFP and monitored their 
localization in nocodazole-arrested cdc5-16 cells. Analysis of Spc72-GFP localization 
revealed the existence of a large fraction of cdc5-16 mutants carrying supernumerary Spc72-
GFP dots relative to wt controls (Fig. 6C). In striking contrast, other components of the SPB 
such as Bbp1-GFP and Spc110-GFP did not form supernumerary foci in nocodazole-arrested 
cdc5-16 cells (Fig. 6C). These observations indicate that some, but not all, components of the 
SPB are mislocalized in cdc5-16 mutants. Importantly, the absence of the g-tubulin receptor 
Spc110 (Knop et Schiebel 1997) in the supernumerary Spc42/72 foci indicates that these 
structures do not represent bona fide MTOCs. This interpretation is supported by the fact that 
multipolar spindles are not detected at an appreciable frequency in cdc5-16 mutants (Fig. 5A). 
 The targeting of a subset of SPB components to aberrant structures in cdc5-16 cells is 
expected to alter the balance and/or levels of components within active SPBs, which may in 
turn affect their functionality. Consistent with this view, we observed that SPBs in cdc5-16 
cells carried an abnormal number of astral microtubules relative to wt controls (Fig. 6D). 
Quantification of this defect revealed that cdc5-16 cells have almost twice as many astral 
microtubules as wt cells (Fig. 6D). Furthermore, examination of live cells revealed that 
duplication of SPBs in cdc5-16 mutants led to the formation of structures containing wide 
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differences in their levels of Spc42 (Fig. 6E). Specifically, quantification of the Spc42-GFP 
fluorescence in the newly duplicated SPBs of cdc5-16 cells indicated that Spc42 was 
distributed in a preferential manner to one SPB (labeled "A" in Fig. 6E), whereas the other 
inherited much smaller amounts of this component (SPB "B" in Fig. 6E). Although detectable 
in wt cells as well, this asymmetry in the distribution of Spc42 was significantly weaker than 
in cdc5-16 cells (Fig. 6E; see ratio of SPB A:B). Importantly, the depletion of Spc42 from one 
SPB cannot be ascribed to differences in protein expression levels since wt and cdc5-16 yeast 
contain similar total amounts of Spc42-GFP fluorescence on a cell-to-cell basis (Fig. S3). This 
result indicates that, on average, the "weaker" SPB in cdc5-16 mutants contains a significant 
reduction (~25-50%) in Spc42 levels relative to normal SPBs. Taken together, these results 
indicate that Cdc5 PBD activity promotes effective assembly of SPB components into 
functional MTOCs and/or their maintenance in a single cohesive unit. 
The PBD activity of Cdc5 is required to maintain cellular ploidy 
Mutants defective in SPB/centrosome functionality are typically unable to maintain cellular 
ploidy (Schutz et Winey 1998). A prediction from this and from the SPB phenotypes 
described above is that cdc15-6 mutants should show defects in the control of their ploidy. 
Consistent with this prediction, we noticed in our previous experiments that cdc5-16 mutants 
arrested in G1 with a-factor have a 2n genomic content, whereas they reach a 4n state during 
mitosis (Fig. 5B). This situation corresponds to a doubling in genomic content for a haploid 
strain. Similar, but less extensive changes were observed with the weaker PBD mutant, cdc5-
12 (Fig. S4A). To better understand the timing and mechanism underlying the loss of ploidy 
control in Cdc5 PBD mutants, we constructed diploid strains carrying wt CDC5 and mutant 
cdc5-16. After sporulation and dissection of the diploid strain, haploid segregants carrying 
either CDC5 or cdc5-16 were subcultured once (generation 1) and submitted to flow 
cytometry analysis after synchronization in G1 or metaphase (Fig. 7A). CDC5 segregants 
showed the predicted 1n and 2n peaks of DNA content under these conditions. In contrast, 
cdc5-16 mutants already contained at generation 1 a small fraction of its population with twice 
the normal amount of DNA –2n and 4n– when arrested in G1 and metaphase, respectively 
(Fig. 7A). Remarkably, further subculturing of cdc5-16 cells (generations 2 to 4) resulted in a 
progressive doubling of their genomic content until most of the cells in the population became 
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diploids (Fig. 7A). We did not observe cells with greater than 2n genomic content (in a G1 
state; Fig. S4B), which is consistent with the fact that cdc5 mutants are incapable of growing 
as tetraploid cells (Storchova, Breneman et al. 2006). This defect in ploidy control was 
confirmed by directly counting the number of copies of Chr5 in G1-synchronized cdc5-16 
cells carrying a fluorescent tetR-GFP signal at URA3.  Wt cells always had a single Chr5 dot 
in this experiment, whereas cdc5-16 cells showed a progressive accumulation in the number of 
cells carrying two Chr5 dots, from ~18% at generation 1 to ~50% at generation 4 (Fig. 6B). 
Collectively, these results unravel a novel role for Cdc5 and its PBD in the control of cellular 
ploidy. 
Discussion 
We show in this study that the functions of the kinase domain and PBD of Cdc5 can be 
dissociated genetically with strikingly different consequences for cells. This dichotomy is 
particularly evident in the effects of PBD-inactivation on cellular ploidy. Indeed, this 
phenotype is only seen in PBD mutants and unravels a novel function for Cdc5 as an 
important regulator of cellular ploidy. Our ability to successfully separate the phenotypes of 
the kinase and PBD domains of Cdc5 highlights the benefit of examining separation-of-
function alleles in order to obtain an integrative view of the cellular functions of multidomain 
kinases. 
 At a cellular level, one of the most striking defects in cdc5-16 mutant is their inability 
to incorporate and/or maintain all SPB components in fully functional MTOCs. Multiple lines 
of evidence support a direct functional relationship between impaired regulation of SPB 
components and ploidy defects in cdc5-16 mutants. First, loss of ploidy control is frequently 
observed in mutants defective in the regulation of SPB components (Schutz et Winey 1998). 
Second, multiple components of the SPB are regulated by Cdc5-mediated phosphorylation 
(Hu, Wang et al. 2001, Snead, Sullivan et al. 2007, Park, Park et al. 2008). Third, Cdc5 
localizes to SPBs (Shirayama, Zachariae et al. 1998, Song, Grenfell et al. 2000) and interacts 
physically with multiple SPB components (Park, Park et al. 2004, Snead, Sullivan et al. 2007, 
Park, Park et al. 2008). Fourth, mutants of SPB outer plaque components that are known to 
physically interact with Cdc5 –namely Spc72 and Cnm67 (Park, Park et al. 2004, Snead, 
Sullivan et al. 2007)– show an uncommon age-dependent increase in ploidy that is reminiscent 
 45 
of the progressive changes in ploidy experienced by cdc5-16 cells (Hoepfner, Schaerer et al. 
2002). Finally, the specific constellation of cytological defects seen in cdc5-16 mutants (i.e., 
supernumerary Spc42/Spc72 structures, reduced functionality of SPBs, and aberrant numbers 
of astral microtubules) is also associated with loss of ploidy control in other mutants defective 
in NDC1 or CNM67 activity (Thomas et Botstein 1986, Chial, Giddings et al. 1999, Hoepfner, 
Brachat et al. 2000). Collectively, these observations indicate that Cdc5 plays an important 
role in the regulation of SPB function and in ploidy control. 
  Our results are consistent with previous ones implicating PLKs in the regulation of 
centrosome duplication and maturation in metazoans (Glover 2005, Archambault et Glover 
2009). In particular, the mislocalization of a number of SPB components in cdc5-16 mutants is 
reminiscent of the inability of human and Drosophila cells to effectively localize g-tubulin-
containing complexes to centrosomes in the absence of polo kinase activity (Glover 2005, 
Archambault et Glover 2009). This defect is also associated with loss of ploidy control in cells 
derived from polo mutant flies, similar to what we observe with cdc5-16 mutants in yeast 
(Sunkel et Glover 1988). Moreover, the formation of supernumerary centrosome/SPB-like 
structures in both Plk1- and Cdc5-defective cells highlights the phenotypic similarity between 
these two mutant conditions (Oshimori, Ohsugi et al. 2006). These observations strongly 
suggest that the critical role played by PLKs in MTOC maturation will be conserved from 
yeast to humans. From a mechanistic standpoint, the results obtained with cdc5-16 mutants 
suggest that the PBDs of mammalian PLKs will likely play critical roles in the control of 
MTOC functionality and in the maintenance of genome ploidy. In light of this, it is perhaps 
not surprising that PBD mutations have been found in human tumor cell lines (Simizu et 
Osada 2000) and that many human cancers are characterized by misregulation of PLKs 
(Archambault et Glover 2009). 
 At the molecular level, the observation that not all Cdc5 substrates are affected to the 
same extent by the loss of PBD activity is highly interesting.  Indeed, whereas some substrates 
are phosphorylated later or to a lesser extent in cdc5-16 cells (i.e., Bfa1, Brn1), others appear 
unaffected (i.e., Mcd1) or even hyper-phosphorylated (i.e., Slk19). One likely reason for this 
phenotype is that loss of PBD activity will effectively increase the availability of Cdc5 for 
those substrates whose phosphorylation does not normally depend on the PBD activity. This 
increase availability of Cdc5 will lead to increased phosphorylation of "PBD-insensitive" 
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substrates, whereas those substrates that normally require PBD to be phosphorylated will be 
less so in cdc5 PBD mutants. This possibility is intriguing since it suggests that the phenotype 
associated with PBD inactivation may be the end result of two qualitatively different 
consequences: hyper-phosphorylation of some substrates and lack of phosphorylation of 
others. Thus, in addition to its role in stimulating substrate phosphorylation, another key 
function of the PBD may be to prevent over-phosphorylation of other substrates. Indeed, it 
would be advantageous in some cases to limit the phosphorylation of specific substrates when 
such modification affects the substrate activity in a quantitative manner. This putative 
inhibitory role for Cdc5 PBD is based on the assumption that Cdc5 kinase activity is limiting 
in cells. Whether this assumption and the PBD inhibition model are taking place in vivo 
remains to be shown experimentally. 
 Another key observation from our work and from that of others is that the MTOC 
functions of PLKs likely require the localization of these kinases to SPBs and centrosomes 
(Park, Soung et al. 2010). Paradoxically, this localization to SPBs is a potential reason why 
Cdc5's role in the regulation of SPB functions may have been overlooked until now in budding 
yeast. Indeed, Cdc5 association to SPBs serves a functionally separate role in the regulation of 
mitotic exit (Park, Park et al. 2004), providing one reason other than SPB regulation for its 
enrichment at this location. In this context, the use of the cdc5-16 mutant (W517F-H538A-
K540M) has been instrumental for the separation of the SPB phenotypes from the mitotic exit 
phenotypes of Cdc5. Interestingly, we noticed that another allele that is partly defective in 
PBD activity, cdc5-12 (H538A-K540M), had a much weaker phenotype than the cdc5-16 
mutant. In particular, the progression of cdc5-12 mutants from a 1n to 2n genomic content was 
slow and only half the population of mutant cells reached a 2n state after extended growth 
periods (Fig. S4A). Compared to cdc5-16 mutants, the weak mitotic defects of the cdc5-12 
mutant (and of the similar cdc5-HK mutant (Chen et Weinreich 2010)) indicate that this allele 
is not completely null for phosphopeptide-binding activity. 
 Our ability to distinguish between the PBD and kinase-related functions of Cdc5 was 
made possible by the creation of kinase-specific mutations. It is remarkable that mutations in 
the F-helix of several essential kinases create conditional alleles of these kinases. This 
observation indicates that the F-helix region of EPKs is a mutagenic hotspot to create useful 
mutants with conditional activity. The ability to quantitatively modulate the enzymatic activity 
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of kinases using predictable mutations has multiple applications in biology. In particular, F-
helix mutants could be useful to understand the specific roles of multifunctional kinases and, 
in addition, may allow the identification of specific thresholds of kinase activity required for 
particular functions in cells. These mutations may thus be regarded as temperature-controlled 
rheostat to modulate the enzymatic activity of specific kinase domains in vivo. 
Materials and methods 
All yeast strains are derivatives of W303 and are described in supporting information (SI). 
Standard procedures were used for yeast culture, genetics, molecular biology, NextGel 
electrophoresis, western blotting, fluorescence microscopy, flow cytometry, Cdc5 
overexpression, purification, and kinase assays (St-Pierre, Douziech et al. 2009). Preparation 
of yeast for time-lapse imaging was done as described previously (Maddox, Bloom et al. 
2000). A comprehensive description of all experimental procedures is included in SI. 
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Figure and legends 
 
Figure 1. Identification of cdc5 mutants defective in kinase function.  
(A) Dilution series of wt cells and cdc5 mutants were spotted on YEPD plates to evaluate 
growth at various temperatures. (B) Multiple local alignment of the sequence of the F-helix 
region in selected cell cycle kinases. (C) Model structure of the kinase domain of 
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Saccharomyces cerevisiae Cdc5 showing the position of the conserved F-helix Asp263 in 
purple. Selected hydrogen bonds linking Asp263 in the F-helix with key conserved residues in 
the catalytic loop of the kinase domain are displayed by dashed lines (Kannan et Neuwald 
2005). (D) Model structure of the Cdc5 mutant carrying Gln263 in its F-helix. (E) Five-fold 
dilution series of yeast cells carrying mutations at position 1 and 2 of the F-helix of essential 
cell cycle kinases were spotted on YEPD plates to evaluate cell growth at various 




Figure 2. Engineered mutants of Cdc5 are thermosensitive kinases in vitro 
and stable proteins in vivo.  
A) Kinase reactions were performed with purified Cdc5 and Cdc5-77 at various temperatures. 
Phosphorylated casein (pCasein) was resolved by electrophoresis and 32P incorporation 
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visualized by autoradiography (left). Quantification of the relative kinase activity of Cdc5 and 
Cdc5-77 at different temperatures is shown in the graph on the right. Kinase activity was 
normalized to the activity measured at 30°C. Error bars indicate SD over three measurements. 
(B) Absolute kinase activity of the Cdc5-77 mutant. All kinase reactions contained identical 
amounts of Cdc5, Cdc5-77, or Cdc5 kinase-dead (short exposure autoradiogram: top panel; 
long exposure autoradiogram: middle panel; coomassie-stained gel: bottom panel). (C) Pre-
activation of Cdc5 by Cdk1 does not reactivate Cdc5-77 kinase. Assays were performed as 
above except that Cdc5 was activated with Cdk1/cyclin B prior to conducting kinase assays. 
The weak background signal in all lanes for casein is due to the inefficient phosphorylation of 
this substrate by Cdk1/cyclin B (Simanis et Nurse 1986). (D) Protein levels of various cdc5 
mutants at restrictive temperature. Cells were synchronized in metaphase with nocodazole and 
incubated at 38°C for two hours prior to protein extraction and analysis of Cdc5 levels by 
western-blotting. (E) Inactivation of SAN1 does not suppress the ts phenotype of cdc5-77. 
Five-fold dilution series of single and double mutants were spotted on YEPD plates to 
evaluate cell growth at 22°C and 37°C. (Figure 2A-B-C by Sauvé V. and 2E by Salloum Z.) 
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Figure 3. Cell cycle phenotypes of cdc5-77 mutants. 
cdc5-77 mutants together with the control cdc15-2 strain were arrested in G1 with α-factor and 
released from their arrest into a synchronous cell cycle at 38°C. Samples of cells were taken at 
the indicated time points to evaluate (A) budding index and mitotic spindle length, (B) cellular 
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DNA content, and (C) cell morphology at the end of the experiment. (D) cdc15-2 and cdc5-77 
mutants were synchronized as above and samples were taken at the indicated time points for 
analysis of phosphorylation-induced gel retardation of various Cdc5 substrates. For the 
analysis of Mcd1/Scc1 phosphorylation, cells were released from a G1 block into nocodazole-
containing medium because this protein is degraded at the metaphase-anaphase transition 
(Michaelis, Ciosk et al. 1997, Sullivan, Lehane et al. 2001). Experiments with Slk19 could not 
be carried out because epitope-tagged alleles of this protein are synthetic lethal in combination 
with the cdc5-77 mutation (data not shown). Budding indexes (BI) are shown below gels. (E) 
Analysis of Cdc14 release from the nucleolus in wt, cdc15-2, and cdc5-77 mutants. Cells were 
synchronized and released as described above. (F) Mitotic spindle position relative to the 
mother-bud axis was determined at anaphase onset in the cells described in (E). (Figure 3-D 
by Pascariu M. and Ratsima H.) 
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Figure 4. Cdc5 phosphopeptide-binding activity is not essential for viability 
(A) Genetic analysis of sporulated heterozygous diploid strains carrying a complete deletion of 
Cdc5 PBD. The genotype of the resulting segregants was deduced using the HIS3 marker 
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associated with cdc5 mutation. (B) Effects of PBD deletion on Cdc5 stability at 30°C and 
37°C. Cdc5 levels were determined by western analysis in heterozygous diploid strains 
carrying epitope-tagged versions of Cdc5 lacking its PBD with [470-705] or without [511-
705] the adjacent polo cap region. Cellular extracts were probed with anti-Myc (top panel), 
anti-Cdc5 (bottom panel), and anti-Nsp1 antibodies (loading control panels). Our Cdc5 
antibody recognizes an epitope in the PBD of Cdc5, thus explaining the absence of signal with 
the PBD deletion mutant. (C-D) Genetic analysis of sporulated heterozygous diploid strains 
carrying cdc5-FAA or cdc5-16 alleles. (E) Growth of cdc5-12 and cdc5-16 mutants at 22°C 
and 30°C. (F) Suppression of cdc5-1 and cdc5-77 temperature sensitive alleles by cdc5-16. A 
single copy of CDC5 or cdc5-16 was integrated at the URA3 locus of yeast strains carrying 
cdc5-1 and cdc5-77 and the growth phenotype of the resulting transformants was tested at 





Figure 5. Cell cycle phenotype of cdc5 mutants defective in PBD activity 
Cell cycle progression of wt, cdc5-12 and cdc5-16 mutants was evaluated after G1 arrest with 
α-factor and release from the arrest at 30°C. Samples of cells were taken at the indicated time 
points to evaluate (A) BI and mitotic spindle length, (B) cellular DNA content, (C) cell 
morphology at the end of the experiment, and (D) phosphorylation status of various Cdc5 
substrates, as described in Figure 3. Analysis of Mcd1/Scc1 and Slk19 phosphorylation was 
performed in cells that were released from a G1 block into nocodazole-containing medium 
because these proteins are degraded at the metaphase-anaphase transition (Michaelis, Ciosk et 
al. 1997, Sullivan, Lehane et al. 2001). (E) Analysis of sister-chromatid segregation in control 
and cdc5-16 cells released from a G1 block into a synchronous cell cycle. Note that the small 
proportion of cdc5-16 cells carrying 2 GFP dots at the beginning of the segregation 
experiment is due to a change in the ploidy of this strain (i.e., a "generation 1" strain described 
in more details below). (F) Analysis of mitotic spindle position relative to the mother-bud axis 
at anaphase onset in control and cdc5-16 cells. (G) Analysis of Cdc14 release from the 
nucleolus in wt and cdc5-16 mutants. Cells were synchronized and released as described 
above. (Figure 5-D by Pascariu M. and Ratsima H.) 
 
 63  
 64 
 
Figure 6. Cdc5 PBD activity regulates SPB functionality 
(A) Differential localization of Cdc5 and Cdc5-16 in mitotic cells. Wt and mutant Cdc5-GFP 
were imaged in exponential cultures of live cells. (B) Representative images of wt or cdc5-16 
cells carrying abnormal numbers of Spc42-GFP dots. A magnification of a region of a cdc5-16 
cell containing 4 Spc42-GFP dots is shown on the right. Spc42-GFP was imaged in 
nocodazole-arrested cells. (C) Quantification of the number of SPB-like foci in cdc5-16 cells. 
The number of GFP dots was determined in nocodazole-arrested cells carrying GFP-fused 
Spc42, Spc72, Bbp1, or Spc110. Error bars indicate SEM over four measurements. The small 
fraction of wt cells with two GFP dots represents cells that have escaped from the nocodazole 
arrest. (D) Aberrant astral microtubule numbers in cdc5-16 cells. Representative images of wt 
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or cdc5-16 cells with abnormal astral microtubule numbers are shown in the left part of the 
panel. Quantification of the phenotype is shown in the graph on the right. Error bars indicate 
SEM over three measurements. (E) Representative time-lapse images of wt and cdc5-16 yeast 
cells expressing Spc42-GFP and HTA-1-mCherry are shown on the left. The fluorescence 
intensity ratio of duplicated spindle pole bodies is reported in the lower corner. The ratio for 
each cell was obtained by dividing the high intensity SPB [A] by the low [B] intensity SPB. 
Quantification of the ratios in wt and mutant cells is shown in the graph on the right. The ratio 
of fluorescence intensity in cdc5-16 cells was more than 30% higher (P < 0.001). Scale bar 




Figure 7. Loss of ploidy control in cdc5-16 mutants 
Heterozygous diploid strains carrying cdc5-16 were induced to sporulate, dissected and 
haploid spores were allowed to grow until they formed visible colonies. The resulting CDC5 
and cdc5-16 colonies were then transferred on fresh medium and subcultured a total of 4 times 
on plates (‘generations’ 1 to 4). (A) Cellular DNA content was evaluated by flow cytometry in 
cells arrested in G1 or metaphase. (B) The number of Chr5-derived tetO dots was evaluated in 
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G1-arrested cells from generations 1 through 4, as described above. Error bars indicate SD 
over three measurements. 
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Supporting Information 
SI Materials and Methods  
Yeast Strains and Growth Conditions. All yeast strains used in this study are derivatives of 
W303 and are described in Table S1. Standard procedures were used for yeast culture, 
sporulation, and tetrad dissection (1). Mutations in CDC5 and other kinases were generated by 
low-fidelity PCR amplification and/or site-directed mutagenesis of DNA fragments containing 
the coding sequence of a given kinase fused to the ADH1-terminator-HIS3MX6 selection 
cassette (2). Mutant alleles of all kinases were inserted at their endogenous loci in yeast, and 
the presence of the expected mutation(s) was confirmed by sequencing the relevant loci. The 
initial screen to identify kinase mutations was based on both random and targeted mutations 
derived from previously identified alleles of essential kinases. The various cdc5 PBD-specific 
alleles were integrated either at the CDC5 locus or at the URA3 locus using standard 
integrative plasmids. The temperature- sensitive (ts) growth phenotype of the various mutants 
was determined at 22 °C, 30 °C, and 38 °C. Briefly, fivefold dilution series of mutant yeast 
strains (first spot corresponds to a culture at OD600 of 0.3) were spotted on solid medium and 
grown in temperature-controlled incubators (Binder KB115) for 48–72 h before taking a 
picture of the yeast spots. Unless specified otherwise, all experiments involving ts alleles 
grown in liquid cultures were performed at 38 °C. 
Protein Purification. The wt Cdc5, kinase-dead (KD) Cdc5-K110M, and Cdc5-77 were 
expressed as 9×HIS and StreptagII fusion proteins under the control of the GAL1 promoter 
using the multicopy plasmids p632, p647, and p587, respectively (3). Cdc5 was purified from 
whole-cell lysates by affinity chromatography on nickel-chelate and streptactin-conjugated 
resins, as described previously (3). For antibody production, Cdc5 was expressed as a 6×HIS-
tagged protein in bacteria and purified from inclusion bodies on nickel-chelate resin (Qiagen). 
Monoclonal antibodies against Cdc5 were generated by Medimabs. 
In Vitro Kinase Assays. The kinase activity of Cdc5 and its derivatives was tested as 
described (3), with minor modifications. To evaluate the impact of temperature on kinase 
 69 
activity, 40 ng of wt Cdc5 or 140 ng of Cdc5-D263Q was incubated for 30 min at various 
temperatures in kinase reaction buffer containing 5 µg of dephospho-casein, 25 mM Tris·HCl 
(pH 7.5), 2 mM DTT, 10 mM MgCl2, 100 µM ATP, 1 µCi ATPγ32P, 0.5 mM EDTA, 5 nM 
microcystin, 25 µM bromolevamisole oxalate, 5 mM β-glycer- ophosphate 1 mM 4-(2-
Aminoethyl-benzensulfonyl fluoride hy- drochloride) (AEBSF), 10 µM pepstatin A, 10 µM E-
64, 0.2 mM tungstate, and 0.1 mM Na3VO4. To compare the absolute kinase activities of 
Cdc5 and its derivatives, 105 ng of purified wt Cdc5, Cdc5-D263Q, and Cdc5-K110M (i.e., 
Cdc5-KD, a KD mutant) was incubated at 30 °C for 30 min in kinase reaction buffer. In some 
experiments, kinase assays were carried out using Cdc5 that had been prephosphorylated in 
vitro with Cdk1/cyclin B (Millipore). Mutant and wt versions of Cdc5 were phosphorylated to 
a similar extent by Cdk1/cyclin B, as evidenced by similar levels of 32P incorporation on 
Cdc5 under all conditions. For all kinase assays, phosphorylated substrates (casein and Cdc5 
itself) were detected after SDS/PAGE using an FLA-5000 imaging system (Fujifilm Life 
Science). 
Protein Phosphorylation in Whole-Cell Extracts and Western Blotting. The in vivo 
phosphorylation status of epitope-tagged proteins was monitored by Western blotting 
following electrophoresis of total cellular extracts in gels containing NextGel acrylamide 
(Amresco) (3). Endogenous Cdc5 from whole-cell extracts was detected on Western blots 
using a mixture of mouse monoclonal antibodies 11H12 and 4F10 (Medimabs), each at a 
dilution of 1/ 500. For detection of Clb2 in cell lysates, the protein was fused to a 3×HA tag, 
and its levels were determined by Western blotting using the anti-HA 12CA5 antibody 
(Roche). For detection of Cdc15 in cell lysates, wt and mutant proteins were fused to a 
13×MYC tag, and their levels were determined by Western blotting using the anti-MYC 9E10 
antibody (GenTex). 
Flow Cytometry. Flow cytometry was performed as described (4), with minor modifications. 
Briefly, cells were fixed by resuspension in 70% (vol/vol) ethanol and stored at 4 °C for 24–48 
h. Cell pellets were washed with Tris buffer (50 mM Tris·HCl, pH 7.5), briefly sonicated, and 
incubated for 2 h at 42 °C with RNase A (Sigma) in Tris buffer and for 30 min at 50 °C with 
Proteinase K (Sigma) in Tris buffer. Cells were resuspended in fresh Tris buffer and stored at 
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4 ° C for 1–24 h. immediately before flow cytometry analysis, genomic DNA was stained with 
1 µM Sytox Green (Molecular Probes). Genomic DNA quantification was performed on a 
FACSCanto cytometer using FACSDiva software (BD Biosciences). Raw data were analyzed 
with FlowJo software (Tree Star, Inc.). For the quantification of cells carrying twofold or more 
DNA content, cells were synchronized in G1 with α-factor and analysis was performed using 
FlowJo software. 
Fluorescence Imaging. Indirect-immunofluorescence imaging of yeast mitotic spindles and 
Cdc14 localization was performed with rat anti–α-tubulin antibody YOL1/34 and a goat 
polyclonal anti-Cdc14 antibody (Santa Cruz Biotechnology), as previously described (3, 5). 
For the analysis of spindle position relative to the mother-bud axis, cells were released from an 
α-factor arrest and samples were collected every 15 min for labeling with an anti–α-tubulin 
anti- body, as described above. The fraction of cells carrying misaligned spindles was 
determined at the time point corresponding to anaphase onset, as previously described (6). 
Visualization of URA3::tetO arrays in yeast expressing tetR-GFP was performed in fixed cells 
synchronized in G1 with α-factor. Visualization of SPBs in cells expressing GFP-fused Spc42, 
Spc72, Spc110, and Bbp1 was performed essentially as described for URA3::tetO arrays, 
except that yeast cells were synchronized in metaphase with nocodazole and DAPI was 
included in the mounting medium. Visualization of 3×GFP-Cdc5 was conducted in live cells 
suspended in sterile water. All images were acquired using a Leica DM5500B epifluorescence 
microscope equipped with an EM-CCD camera (Hamamatsu). Volocity software 
(Improvision) was used for image acquisition. To optimize visualization of subcellular 
features, linear adjustments of image brightness and contrast were applied to primary 
micrographs using Photoshop image editing software (Adobe). 
Live-Cell Imaging of SPBs. Preparation of yeast for time-lapse im- aging was done as 
described previously (7). Images were acquired on a DeltaVision microscope using softWoRx 
software (Applied Precision) equipped with a planApo Olympus objective with a N.A. of 1.4 
and a magnification of 100× and a CoolSnap HQ2 camera (Photometrics) at 1 × 1 binning. 
Yeast were time-lapsed for 45 min at 15- or 35-s intervals with seven or five z-steps of 0.5 or 
0.75 µm. Non-deconvolved maximum intensity projection of z-stacks was used for further 
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analysis. 
Image Data Analysis. For the quantification of Spc42-GFP fluorescence intensity at the SPB, 
spots were manually identified and the integrated intensity was calculated using either ImageJ 
(National Institutes of Health) or Metamorph software (Molecular Devices). The image 
background was subtracted from the fluorescence intensity. For the analysis of the distribution 
of Spc42-GFP fluorescence intensity, spots of cycling cells were analyzed on the first frame of 
each movie so that photobleaching did not affect the measurements. Fluorescence intensity of 
control and mutant cells was normalized to the mean intensity of the control cells for each 
experiment. Therefore, the mean intensity of the control cells was set to 1. The ratio of 
duplicated Spc42-GFP spots was calculated on one frame shortly (1–4 min) after duplication 
of the spot. For each cell, the ratio was obtained by dividing the highest signal by the smallest 
signal. Data were analyzed using Excel (Microsoft Corporation). 
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(A) cdc5 mutants have different phenotypes. Schematic representation of the functional 
domains in Cdc5 (Left), and selected phenotypes associated with various cdc5 alleles (Right). 
(Left) The PBD is made up of three distinct elements: the Polo-cap (Pc) and Polo boxes 1 and 
2 (PB1 and PB2). The positions of known mutations in cdc5 mutants are depicted to scale on 
the protein schematic, along with the domains affected by the mutation(s). (Right) Phenotypes 
that are different among various alleles include Bfa1 and Bub2 phosphorylation during mitotic 
exit [cdc5-1 vs. cdc5-2 (1)], Cdc14 release from the nucleolus in early anaphase [cdc5-4 vs. 
cdc5-1, and cdc5-10 (2–5)], formation of the septin ring structure in cytokinesis [cdc5-1 and 
cdc5-3 vs. cdc5-4 and cdc5-7 (6)], and adaptation to DNA damage [cdc5-ad vs. cdc5-1 (7)]. 
Phenotypes associated with each mutant allele are annotated with “−” if the specific allele 
shows a fully defective phenotype, “+” if the allele shows no detectable defect for this 
phenotype, or “+/−” for a partial defect of the allele for this phenotype (n.d., phenotype not 
determined for this allele). The growth of various mutants under permissive conditions was 
also included in the table. Note that cdc5-1, cdc5-2, and cdc5-as1 mutants have significant 
growth defects even in the absence of temperature challenge or inhibitor (8, 9). Finally, the 
stability of Cdc5 protein at restrictive temperature is included in the table (“+” means normal 
stability for mutant protein, “−” means completely unstable mutant protein, “+/−” means 
partially unstable mutant protein, and “++” means higher than normal levels) (6, 10). (B) 
Genetic analysis of a sporulated heterozygous diploid strain carrying a kinase- inactivating 
point mutation, K110M, in Cdc5 kinase subdomain II. The genotype of the resulting 
segregants was deduced using the HIS3 marker associated with the cdc5 mutation. None of the 
cells that germinate after sporulation carry the kinase-inactivating mutation in CDC5. (C) 
Cdc5 protein levels in wt and cdc5-as1 mutant yeast. Protein extracts were prepared from 
CDC5 and cdc5-as1 strains and analyzed for Cdc5 levels by Western blotting using a 
monoclonal antibody against Cdc5. Nsp1 protein levels are used as a loading control. (D) 
Inactivation of SAN1 suppresses the ts phenotype of cdc5-1. Fivefold dilution series of single 
and double mutants were spotted on solid medium to evaluate cell growth at 22 °C and 30 °C. 
Triangles indicate decreasing concentration of cells in spots. Please note the suppression of the 
 75 
lethality of cdc5-1 mutant by SAN1 deletion at 30 °C. Cdc5-1 is known to be a partially 
unstable protein at nonpermissive temperature (6) (Fig. 2D). (E) Cdc15 protein levels in wt 
and cdc15-85 mutant. Protein extracts were prepared from strains incubated at either 22 °C or 
37 °C. Protein levels of MYC-tagged Cdc15 were monitored by Western blotting using a 
monoclonal antibody against the MYC epitope. Pgk1 was used as a loading control. (Figure 




(A) Cell cycle analysis of cdc5-77 mutants. The cdc5-77 mutant, together with a wt control 
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strain, were arrested in G1 with α-factor and released from their arrest into a synchronous cell 
cycle at 38 °C. Samples of cells were taken at the indicated time points to evaluate the budding 
index and mitotic spindle length. (B) cdc5-77 and SLK19-3×HA are synthetic lethal. The 
genotype of segregants isolated from a sporulated heterozygous diploid strain carrying cdc5-
77/CDC5 and SLK19-3×HA/SLK19 was deduced using the HIS3 marker associated with cdc5-
77 and the TRP1 marker associated with i. (C) Double inactivation of Cdc5 kinase and PBD 
activities leads to lethality. Genetic analysis of a sporulated heterozygous diploid strain 
carrying cdc5-20, an allele that affects both the kinase activity (D263Q ≈ cdc5-77) and PBD 





(A) Cell cycle phenotypes of cdc5-12 mutants. Cells arrested in G1 with α-factor were 
released from their block into a synchronous cell cycle at 30 °C. Samples of cells were taken 
at indicated time points to evaluate the budding index and percentage of cells with short and 
long spindles (Top) as well as the cellular DNA content (Middle), and cell morphology at the 
end of the experiment (Bottom). Note that this experiment was performed simultaneously to 
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the experiment described in Fig. 5 A–C. (B) Protein levels of Cdc5 and Cdc5-16 mutants. The 
wt and PBD-defective mutant of CDC5 were fused with 3×GFP and integrated at the URA3 
locus. Cells were synchronized in metaphase with nocodazole before protein extraction and 
analysis of Cdc5 levels by Western blotting. Nsp1 protein levels are used as a loading control. 
Two different clones carrying Cdc5-16 were tested. No signal was observed in lysates 
obtained from cells that do not carry Cdc5-GFP. (C) Quantification of the number of cdc5-16 
cells displaying at least three Spc42-GFP foci (n = 1,600 cells counted for each strain). The 
number of Spc42-GFP dots was determined in nocodazole-arrested cells. Note that wt cells 
never showed three or more Spc42-GFP foci. (D) Quantification of the distribution of Spc42-
GFP signal in cycling cells. The fluorescence intensity of Spc42-GFP was normalized to the 
average intensity of wt cells for each experiment. Levels of Spc42-GFP in SPB were 
unchanged in cdc5-16 cells (gray bar) compared with wt cells (blue bar) (P = 0.2). (E) The 
cdc5-16 mutant does not increase its ploidy above 2n (G1 equivalent). Cellular DNA content 
was evaluated by flow cytometry in cells arrested in G1 or metaphase with α-factor or 
nocodazole, respectively. We did not observe a significant population of cells with a 4n 
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Table S1 : Yeast strains used in this study 
 
Figure Name Relevant genotype 
Fig.1 D1 MATa CDC5 
 D27 MATa cdc5-1 
 D1032 MATa cdc5-66::HIS3MX6 
 D1224 MATa cdc5-77::HIS3MX6 
 D1640 MATa cdc5-85::HIS3MX6 
 D1799 MATa cdc5-88::HIS3MX6 
 D979 MATa cdc15-85::HIS3MX6 
 D1988 MATa cdc28-85::HIS3MX6 
 D2010 MATa cdc7-85::HIS3MX6 
 D1964 MATa cdc7-88::HIS3MX6 
 D140 MATa ipl1-321 
 D1015 MATa ipl1-85::HIS3MX6 
Fig.2 D1 MATa CDC5 
 D27 MATa cdc5-1 
 D29 MATa cdc5-2 
 D1224 MATa cdc5-77::HIS3MX6 
 D1799 MATa cdc5-88::HIS3MX6 
 D1849 MATα san1::HIS3MX6 
 D1922 MATa cdc5-77::HIS3MX6 san1::HIS3MX6 
Fig.3 D1019 MATa cdc15-2::TRP1 
 D1224 MATa cdc5-77::HIS3MX6 
 D1905 MATa cdc15-2 BFA1::3xHA::TRP1 
 D1920 MATa cdc5-77::HIS3MX6 BFA1::3xHA::TRP1 
 D1881 MATa cdc15-2 BRN1::3xHA::12xHIS::URA3 
 D1883 MATa cdc5-77::HIS3MX6 BRN1::3xHA::12xHIS::URA3 
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 D1887 MATa MCD1::13xMYC::TRP1 
 D1983 MATa cdc5-77::HIS3MX6 MCD1::13xMYC::TRP1 
 D2138 MATa NUD1::3xHA::TRP1 cdc15-2 
 D2140 MATa NUD1::3xHA::TRP1 cdc5-77::HIS3MX6 
 D1 MATa CDC5 
Fig.4 D944 MATa/MATα CDC5/cdc5-ΔPBD::HIS3MX6 
 D3 MATa/MATα CDC5/CDC5 
 D2436 MATa/MATα CDC5/CDC5::13xMYC::TRP1 
 D2454 MATa/MATα CDC5/cdc5-[1-510]::13xMYC::HIS3MX6 
 D2456 MATa/MATα CDC5/cdc5-[1-469]::13xMYC::HIS3MX6 
 D2444 MATa/MATα CDC5/cdc5-FAA::HIS3MX6 
 D1725  MATa/MATα CDC5/cdc5-16::HIS3MX6 
 D1 MATa CDC5 
 D749 MATa cdc5-12::HIS3MX6 
 D1465 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D27 MATa cdc5-1 
 D2458 MATa cdc5-1 ura3-1::cdc5-16::kanMX6::URA3 
 D2460 MATa cdc5-1 ura3-1::CDC5::kanMX6::URA3 
 D1224 MATa cdc5-77::HIS3MX6 
 D2462 MATa cdc5-77::HIS3MX6 ura3-1::cdc5-16::kanMX6::URA3 
 D2464 MATa cdc5-77::HIS3MX6 ura3-1::CDC5::kanMX6::URA3 
Fig.5 D1 MATa CDC5 
 D1465 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D1903 MATa BFA1::3xHA::TRP1 
 D1908 MATa cdc5-16::HIS3MX6 BFA1::3xHA::TRP1 
 D1879 MATa BRN1::3xHA::12xHIS::URA3 
 D1885 MATa cdc5-16::HIS3MX6 BRN1::3xHA::12xHIS::URA3 
 D1887 MATa MCD1::13xMYC::TRP1 
 D1981 MATa cdc5-16::HIS3MX6 MCD1::13xMYC::TRP1 
 D2135 MATa NUD1::3xHA::TRP1 
 83 
 D2136 MATa NUD1::3xHA::TRP1 cdc5-16::HIS3MX6 
 D2141 MATa SLK19::3xHA::TRP1 
 D2143 MATa SLK19::3xHA::TRP1 cdc5-16::HIS3MX6 
 D1726* MATa/MATα tetR-GFP::LEU2/tetR-GFP::LEU2 3xtetO-
112::URA3/3xtetO-112::URA3 CDC5/cdc5-16::HIS3MX6 
 D2279 MATa CLB2::3xHA::TRP1 
 D2781 MATa CLB2::3xHA::TRP1 cdc5-16::HIS3MX6 
Fig.6 D2478 MATa ura3-1::3xGFP-CDC5::HIS3MX6::URA3 
 D2480 MATa ura3-1::3xGFP-cdc5-16::HIS3MX6::URA3 
 D2003* MATa/MATα SPC42/SPC42-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D2004* MATa/MATα SPC42/SPC42-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D2370* MATa/MATα SPC72/SPC72-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D2547* MATa/MATα BBP1/BBP1-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D2617* MATa/MATα SPC110/SPC110-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D1 MATa CDC5 
 D1465 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D1827 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D1832 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D2408 MATa CDC5 SPC42-GFP::TRP1 HTA1-mCherry::URA3 
 D2405 MATa cdc5-16::HIS3MX6 SPC42-GFP::TRP1 HTA1-
mCherry::URA3 
 D2725§ MATa/MATα SPC42-GFP::TRP1/SPC42 
pom34::kanMX6/POM34 CDC5/cdc5-16::HIS3MX6  
 D2726§ MATa/MATα SPC42-GFP::TRP1/SPC42 
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pom34::kanMX6/POM34 CDC5/cdc5-16::HIS3MX6  
Fig.7 D1725*  MATa/MATα CDC5/cdc5-16::HIS3MX6 
 D1726* MATa/MATα tetR-GFP::LEU2/tetR-GFP::LEU2 3xtetO-
112::URA3/3xtetO-112::URA3 CDC5/cdc5-16::HIS3MX6 
 D1727* MATa/MATα tetR-GFP::LEU2/tetR-GFP::LEU2 3xtetO-
112::URA3/3xtetO-112::URA3 CDC5/cdc5-16::HIS3MX6 
 D2737§ MATa/MATα SPC42-GFP::TRP1/SPC42 ura3-1::cdc5-
16::HIS3MX6::URA3/ura3-1 CDC5/cdc5-16::HIS3MX6  
 D2738§ MATa/MATα SPC42-GFP::TRP1/SPC42 ura3-1::cdc5-16-
bbp1[243–385]::HIS3MX6::URA3/ura3-1 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6  
Fig. S1 D1664 MATa/MATα CDC5/cdc5-K110M::HIS3MX6 
 D1 MATa CDC5  
 D686 MATα cdc5-as1::HIS3MX6 
 D1 MATa CDC5 SAN1 
 D1849 MATα san1::HIS3MX6 
 D27 MATa cdc5-1 
 D1966 MATa san1::HIS3MX6 cdc5-1 
 D2816 MATa CDC15::13×MYC::kanMX6 
 D2783 MATa cdc15-85::13×MYC::kanMX6 
Fig. S2 D1 MATa CDC5 
 D1224 MATa cdc5-77::HIS3MX6 
 D2778 MATa/MATα CDC5/cdc5-20::HIS3MX6 
Fig. S3 D749 MATa cdc5-12::HIS3MX6 
 D2478 MATa ura3-1::3xGFP-CDC5::HIS3MX6::URA3 
 D2480 MATa ura3-1::3xGFP-cdc5-16::HIS3MX6::URA3 
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 D2481 MATa ura3-1::3xGFP-cdc5-16::HIS3MX6::URA3 
 D509 MATa CDC5 cdc15-2 SMC4::13xMYC::HIS3MX6 
 D2003* MATa/MATα SPC42/SPC42-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D2004* MATa/MATα SPC42/SPC42-GFP::kanMX6 CDC5/cdc5-
16::HIS3MX6 
 D2408 MATa CDC5 SPC42-GFP::TRP1 HTA1-mCherry::URA3 
 D2405 MATa cdc5-16::HIS3MX6 SPC42-GFP::TRP1 HTA1-
mCherry::URA3 
 D1 MATa CDC5 
 D1465 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 
*Pairs of haploid CDC5 and cdc5-16 segregants derived from these diploids were used in the 
experiments. 
§Haploids derived from these diploids were used in the experiments. 
  
 
Chapitre 3 : Article n°2 
Centrosome-dependent bypass of the DNA damage 
checkpoint by the polo like kinase Cdc5 
 
Le Chapitre 3 est une étude portant sur l’importance du PBD des PLK pour leurs fonctions 
dans la régulation du cycle cellulaire en présence d’atteintes à l’intégrité du génome. Nous 
montrons que l’activité de liaison à des phospho-peptides du PBD est requise pour que Cdc5 
soit en mesure de promouvoir le retour dans le cycle cellulaire des cellules ayant subi des 
dommages à l’ADN. De plus, nous démontrons que la présence de Cdc5 aux SPB est une 
condition nécessaire et suffisante pour qu’elle puisse remplir cette fonction. 
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Cell cycle checkpoints are essential feedback mechanisms that promote genome integrity. 
However, in the face of unrepairable DNA lesions, bypass mechanisms can suppress 
checkpoint activity and allow cells to resume proliferation. The molecular mechanisms 
underlying this biological response are currently not understood. Taking advantage of unique 
separation-of-function mutants, we show that the Polo-like kinase (PLK) Cdc5 uses a 
phosphopriming-based interaction mechanism to suppress G2/M checkpoint arrest by 
targeting polo kinase activity to centrosomes. We also show that key subunits of the 
evolutionarily conserved RSC complex are critical downstream effectors of Cdc5 activity in 
checkpoint suppression. Importantly, the lethality and checkpoint defects associated with loss 
of Cdc5 phosphopriming activity can be fully rescued by artificially anchoring Cdc5 kinase 
domain to yeast centrosomes. Collectively, our results highlight a previously unappreciated 
role for centrosomes as key signaling centers for the suppression of cell cycle arrest induced 
by persistent or unrepairable DNA damage. 
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Introduction 
The formation of DNA double-strand breaks (DSBs) in eukaryotic genomes activates an 
evolutionarily conserved checkpoint response necessary for cell survival and maintenance of 
genome stability. Upon activation of the DNA damage checkpoint, cells experience a 
reversible cell cycle arrest that provides time to repair the genome without risking further 
damage associated with cell cycle progression (Panier et Durocher 2013, Reinhardt et Yaffe 
2013, Shaltiel, Krenning et al. 2015). Cells that eventually complete DNA repair silence the 
DNA damage checkpoint and return to a proliferative state through a process termed recovery 
(Clemenson et Marsolier-Kergoat 2009, Shaltiel, Krenning et al. 2015). Completion of DNA 
repair is, however, not an absolute prerequisite for cells to continue cycling. In the process of 
adaptation to DNA damage, cells resume the cell cycle by turning off the DNA damage 
checkpoint even though the genome is still damaged (Clemenson et Marsolier-Kergoat 2009, 
Serrano et D'Amours 2014). This adaptation response is likely to be beneficial to cells 
experiencing low levels of unrepairable DNA damage because segregation of this damage to 
one of the daughter cells during mitosis would enable survival of the other cell (Galgoczy et 
Toczyski 2001, Clerici, Trovesi et al. 2014). Ultimately, the precise coordination between 
checkpoint activation, inactivation, and cell cycle progression plays a critical role in 
determining the specific outcome of the cellular response to DNA damage. 
In eukaryotic cells, the coordination between cell cycle events depends on a small 
number of key protein kinases. Among those, members of the PLK family play critical roles in 
the regulation of cell division events and in the maintenance of genome integrity (Reinhardt et 
Yaffe 2013, von Schubert et Nigg 2013, Archambault, Lepine et al. 2015). PLKs have a 
general architecture that is conserved among all family members. Their catalytic 
serine/threonine kinase domain is found at the N-terminus of the protein, whereas their C-
terminal end contains a polo-box domain (PBD). The latter is a signature domain for PLKs 
and is composed of one or two similar motifs named polo-box (Golsteyn, Lane et al. 1996). 
The PBD has been characterized as a phospho-serine/threonine binding domain responsible 
for targeting PLKs to specific mitotic substrates and/or to specific subcellular localization 
during the cell cycle (Reinhardt et Yaffe 2013, Archambault, Lepine et al. 2015). Our group, 
together with others, has previously shown that yeast mutants that are specifically defective in 
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Cdc5 phosphopeptide-binding activity are viable and have no strong defect in cell cycle 
progression (Chen et Weinreich 2010, Ratsima, Ladouceur et al. 2011). However, these PBD 
mutants display a specific failure to enrich Cdc5 protein at spindle pole bodies (SPBs) and to 
maintain cellular ploidy (Ratsima, Ladouceur et al. 2011). Similar mutants in human Plk1 
show a specific defect in cytokinesis (Burkard, Maciejowski et al. 2009). Given the wide 
range of mitotic functions regulated by PLKs/Cdc5, it is likely that the PBD-specific activity 
of Cdc5 will contribute to additional processes (Seong, Kamijo et al. 2002, Hanisch, Wehner 
et al. 2006). Consistent with this possibility, complete removal of Cdc5’s PBD results in 
lethality in yeast (Park, Song et al. 2004, Ratsima, Ladouceur et al. 2011), a phenotype much 
more severe than that of phosphopeptide-binding defective mutants. How the PBD might 
contribute to cellular viability, however, is currently unknown. 
 In this study, we investigate the contribution of Cdc5’s PBD domain to the regulation 
of the cellular response to DNA damage. Previous work using a kinase domain-specific 
mutant of CDC5, cdc5-ad, showed that Cdc5 activity is required to silence checkpoint 
activation in the presence of persistent DNA damage and to allow cells to return to a cycling 
state (Toczyski, Galgoczy et al. 1997). Several distinct proteins have been proposed as targets 
of Cdc5 in the adaptation response (Hu, Wang et al. 2001, Liang et Wang 2007, Zhang, 
Nirantar et al. 2009, Donnianni, Ferrari et al. 2010, Schleker, Shimada et al. 2010, Vidanes, 
Sweeney et al. 2010, Valerio-Santiago, de Los Santos-Velazquez et al. 2013), but it remains 
unclear how the adaptation process is executed in vivo. In particular, whether Cdc5 acts 
exclusively or even predominantly through its mitotic substrates Bfa1 and Cdh1 to promote 
adaptation is a key question (Serrano et D'Amours 2014). Here, we take advantage of a unique 
separation-of-function mutant in yeast, cdc5-16, to reveal fundamental mechanistic insights 
into the role of Cdc5 in the DNA damage response. Our results show that the phosphopeptide-
binding activity of Cdc5 PBD is essential to mediate adaptation to persistent DNA damage, 
and act by targeting Cdc5 kinase activity to the yeast centrosomes/spindle pole body (SPB). 
Importantly, we identify the RSC chromatin-remodeling complex as a novel regulator and 
downstream effector of Cdc5 in the adaptation response to DNA damage. Taken together, our 
results provide critical insights into the mechanisms used by eukaryotic cells to bypass 




A unique adaptation defect in PBD-defective mutants of cdc5 exposed to 
DNA damage 
We have previously created a cdc5 mutant defective for the phosphopeptide-binding activity 
of the PBD (i.e., cdc5-16) and showed that it is unable to maintain its cellular ploidy, but is 
capable of completing mitosis with relatively normal kinetics (Ratsima, Ladouceur et al. 
2011). Given the mild mitotic phenotypes of this mutant, we hypothesized that loss of 
phosphopeptide-binding activity in Cdc5 might result in more severe effects on the adaptation 
response to persistent DNA damage. To test this, we used a temperature-sensitive (ts) allele of 
CDC13 to induce persistent activation of the DNA damage checkpoint in Saccharomyces 
cerevisiae (Weinert et Hartwell 1988). Under these conditions, cdc13-1 cells arrest in G2/M 
phase for several hours, before eventually adapting to the presence of DNA damage and 
returning to a proliferative state (Toczyski, Galgoczy et al. 1997). The ability of wild-type 
CDC5 and cdc5-16 mutants to adapt to the checkpoint-induced cell cycle arrest was monitored 
using a microcolony formation assay. Examination of cell morphology 4 hrs after inactivation 
of cdc13-1 indicated that both wild-type CDC5 and cdc5-16 cells experience a tight 
checkpoint arrest in G2/M phase in the presence of DNA damage (Fig. 1A). However, nearly 
100% of wild-type cells adapted to the presence of persistent DNA damage and formed 
microcolonies with 3 or more cell bodies 24 hrs after cdc13-1 inactivation, whereas less than 
25% of cdc5-16 cells were able to do the same under identical conditions (Fig. 1A). 
Remarkably, a large fraction of cdc5-16 cells arrested with a unique terminal morphology 
characterized by a giant mother cell body with a normal-sized bud (see 30 hrs panel in Fig. 
1A). Although cdc mutants are known to be metabolically active and to continue cellular 
growth during cell cycle arrest, the size attained by cdc13-1 cdc5-16 mutants during their 
arrest largely exceeds that seen in typical cdc mutants (Johnston, Pringle et al. 1977). Most 
cells in the cdc5-16 population showed this unique asymmetry between mother and bud sizes, 
although equally-sized mother and bud cells could also be detected at a low frequency. 
Collectively, these results indicate that the PBD-dependent phosphopeptide-binding activity of 
Cdc5 is essential for adaptation to checkpoint-mediated cell cycle arrest. 
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To gain more insight into the cause of the adaptation defect in cdc5-16 mutants, we 
monitored Rad53 protein hyperphosphorylation as a biochemical marker for the activation of 
the DNA damage checkpoint (Sanchez, Desany et al. 1996, Sun, Fay et al. 1996). Transfer of 
cdc13-1 CDC5 cells to non-permissive temperature resulted in an initial hyperphosphorylation 
of Rad53 followed by a progressive down-regulation of Rad53 phosphorylation status as cells 
adapted to persistent DNA damage (Fig. 1B). Whereas inactivation of cdc13-1 in a cdc5-16 
background also resulted in effective Rad53 hyperphosphorylation early in the time-course, 
analysis of later time-points revealed that Rad53 became largely unphosphorylated 12 hrs (or 
less) after exposure to DNA damage (Fig. 1B). These observations indicate that cdc5-16 
mutants are capable of activating a robust checkpoint signaling response immediately after 
DNA damage, but that the signaling cascade is silenced more rapidly in those cells than in 
wild-type cells. As a corollary, the inability of cdc5-16 mutants to adapt and proliferate after 
DNA damage (Fig. 1A) cannot be explained by defective recovery from the signaling events 
leading to Rad53 activation. 
The PBD activity is required for resistance to DNA damage and for 
maintenance of genome integrity 
The requirement for the PBD activity of Cdc5 in checkpoint adaptation suggests that loss of 
this activity may affect cellular resistance to genotoxic stress (Galgoczy et Toczyski 2001). To 
test this prediction, we compared the ability of wild-type and cdc5-16 mutants to proliferate in 
the presence of methylmethane sulfonate (MMS; a DNA alkylating agent), and 4-
nitroquinoline 1-oxide (4-NQO; a UV mimetic agent). Whereas all yeast strains grow equally 
well under non-damaging condition (YPD), growth in the presence of MMS and 4-NQO 
revealed that cdc5-16 cells are specifically defective in their ability to proliferate in the 
presence of DNA damage (Fig. 1C). This was true when compared to either haploid or diploid 
wild-type cells (Fig. 1C), a relevant issue in the case of cdc5-16 mutants since they are known 
to lose ploidy control and evolve to a stable diploid state (Ratsima, Ladouceur et al. 2011). As 
expected, the DNA damage sensitivity of cdc5-16 mutants is not as pronounced as that of a 
bona fide DNA repair mutant, xrs2∆. The kinase-specific mutant cdc5-77 also displayed 
sensitivity to DNA damage, which became increasingly more severe at higher temperatures, 
consistent with the conditional nature of this allele (Fig. 1C). Together, these data indicate that 
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the PBD and kinase activities of Cdc5 are important for cell viability and efficient 
proliferation under genotoxic stress. 
 We next performed a genetic analysis to determine the impact of losing checkpoint 
activity in adaptation mutants. Specifically, we constructed a rad9∆ cdc5-16 double mutant 
strain and compared its sensitivity to DNA damaging agents with that of individual rad9∆ and 
cdc5-16 mutants. As can be observed in Figure 1D, the proliferative capacity of rad9∆ cdc5-
16 cells was identical to that of rad9∆ cells in medium containing various concentrations of 4-
NQO, thereby indicating that both mutations are epistatic for their sensitivity to DNA damage. 
Cdc5 overexpression bypasses the need for PBD activity in checkpoint 
adaptation 
Our previous results suggest that PBD-mediated phospho-targeting of Cdc5 to specific 
substrates or cellular structures is important to promote adaptation to DNA damage, or 
alternatively, that Cdc5’s PBD confers a unique non-targeting function that is essential to 
induce adaptation. To discriminate between these two possibilities, we asked whether 
overexpression of cdc5-16 would induce adaptation to DNA damage. If the PBD acts by 
targeting Cdc5 to specific substrates, one would predict that increasing Cdc5-16 levels in cells 
should functionally compensate for an impaired targeting function (by increasing the 
likelihood that Cdc5-16 meets its substrates), but not for the loss of a unique biochemical 
activity required for adaptation. Consistent with the former hypothesis, Figure 2A shows that 
overexpression of cdc5-16 using the GAL1 promoter in cdc13-1 mutants led to more effective 
adaptation in these cells relative to a non-overexpressing control strain (i.e., empty vector). 
Specifically, about half of the cdc5-16-overexpressing cells formed microcolonies within 5 
hours of DNA damage exposure, while non-overexpressing cells reached a similar level of 
adaptation with a 2 hour delay (cf., 7 hrs time-point; Fig. 2A). Likewise, monitoring Rad53 
phosphorylation status revealed that this protein was more rapidly inactivated by 
dephosphorylation in cdc13-1 cells overexpressing cdc5-16 than in control cells (Fig. 2B). 
Interestingly, the rate of microcolony formation and kinetics of Rad53 dephosphorylation were 
virtually identical in CDC5- and cdc5-16-overexpressing cells (Fig. 2A-B), thereby indicating 
that Cdc5 PBD does not contribute a functionally unique biochemical activity to the 
adaptation process. Consistent with this view, overexpression of a PBD-deleted version of 
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Cdc5 resulted in a similar increase in adaptation kinetics relative to control cells (Fig. S1A-B). 
From a mechanistic perspective, our results suggest that the adaptation defect of cdc5-16 
mutants is the consequence of ineffective targeting of the kinase to specific substrate(s) or 
structure(s) in cells, and that increasing Cdc5-16 concentration in vivo can effectively 
compensate for the absence of substrate-targeting function in PBD mutants. 
PBD-mediated localization of Cdc5 at the SPB is a pre-requisite for the 
adaptation response 
How might the PBD promote Cdc5 function during adaptation to DNA damage? We have 
previously shown that the phosphopeptide-binding activity of the PBD is responsible for the 
enrichment of Cdc5 at SPBs (Ratsima, Ladouceur et al. 2011). This observation suggests that 
the adaptation defect of cdc5-16 mutants may be due to a reduction in polo kinase activity at 
the SPBs, where Cdc5’s specific target(s) for adaptation may be located. To test this notion, 
we asked if the adaptation defect of cdc5-16 cells could be rescued by re-targeting Cdc5 
constitutively to SPBs using a fusion between the SPB localization signal of Bbp1 and cdc5-
16 (Park, Song et al. 2004, Ratsima, Ladouceur et al. 2011). The cdc5-16-bbp1 mutant is 
viable when expressed from the CDC5 promoter/locus, which allowed us to conduct a 
standard microcolony formation assay (Ratsima, Ladouceur et al. 2011). Remarkably, 
enforcing SPB localization of the Cdc5-16 protein allowed this mutant to induce efficient 
adaptation to persistent DNA damage, whereas cells expressing the unmodified version of 
cdc5-16 showed little adaptation during the same time frame (Fig. 3A). In fact, the kinetics of 
microcolony formation after cdc13-1 inactivation were essentially identical between wild-type 
and cdc5-16-bbp1 mutant cells (Fig. 3A; see graph), indicating a complete rescue of the PBD 
defect in the SPB-targeted mutant. Likewise, kinetics of Rad53 phosphorylation and 
dephosphorylation were recovered to almost normal levels in cdc5-16-bbp1 cells relative to 
cdc13-1 controls (Fig. 3B; also compare with cdc5-16 mutant in Fig. 1B). Consistent with this, 
re-targeting of Cdc5-16-bbp1 to SPBs rescued the hypersensitivity of cdc5-16 cells to DNA 
damaging agents (Fig. 3C). Taken together, these results reveal that the function performed by 
Cdc5 during the adaptation response is dependent on its localization to the SPBs. 
 We next asked whether the phosphopeptide-binding activity of the PBD or some other 
biochemical activity associated with the PBD are required for adaptation to DNA damage. 
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Recent studies point out to the fact that pre-phosphorylation of PLK substrates is not always 
required for PBD binding, and that mutations that normally affect the phosphopeptide-binding 
activity of PBDs do not prevent phospho-independent binding to PLK substrates (Garcia-
Alvarez, de Carcer et al. 2007, Archambault, D'Avino et al. 2008, Chen et Weinreich 2010, 
Rossio, Galati et al. 2010). To rule out the possibility that a function other than the 
phosphopeptide-binding activity of the PBD is responsible for the phenotype observed in 
cdc5-16 mutants, we monitored the adaptation response in yeast strains lacking the entire PBD 
of Cdc5. Since deletion of the Cdc5 PBD is lethal in yeast (Park, Song et al. 2004, Ratsima, 
Ladouceur et al. 2011), we replaced the PBD by the sequence of a SPB component, Cnm67, to 
restore the localization of truncated Cdc5 at the SPB (Park, Song et al. 2004). Remarkably, 
cells carrying the cdc5-∆PBD-CNM67 chimera at the CDC5 locus are viable and grow well 
when expressed as the sole source of CDC5 in cells. Moreover, cdc5-∆PBD-CNM67 mutants 
were able to adapt to the presence of persistent DNA damage, although with a slight delay or 
reduction in microcolony formation 24 hrs post-damage (Fig. 3A). The delay in adaptation 
kinetics of cdc5-∆PBD-CNM67 mutants relative to cdc5-16-bbp1 cells might reflect additional 
functions associated with the cdc5-16-bbp1 chimera or incomplete folding/activity of the 
Cnm67-fusion protein. Nevertheless, the similarity in the phenotypes of the PBD-deleted and 
phosphopeptide-binding defective mutants of CDC5 indicate that a key function of the PBD is 
to anchor Cdc5 to SPBs in a phospho-dependent manner, where it can promote an effective 
adaptation response to persistent DNA damage. 
Bfa1-dependent and -independent roles for Cdc5 in adaptation to DNA 
damage 
We next sought to identify the SPB substrate that Cdc5 regulates during the adaptation 
response. A prime candidate for this would be Bfa1 since it has previously been suggested that 
inhibition of this SPB component is important for Cdc5-induced adaptation to DNA damage 
(Hu, Wang et al. 2001, Liang et Wang 2007, Valerio-Santiago, de Los Santos-Velazquez et al. 
2013). Importantly, the mechanistic basis for the regulation of Bfa1 during the DNA damage 
response is still unclear, as one study proposes a direct phosphorylation of Bfa1 by Cdc5 
(Valerio-Santiago, de Los Santos-Velazquez et al. 2013), while others suggest an indirect 
involvement of Cdc5 via phosphorylation of an unidentified effector of Bfa1 (Hu, Wang et al. 
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2001, Liang et Wang 2007). To assess the potential requirement for Cdc5 PBD activity in the 
inhibition of Bfa1 during adaptation, we conducted a cdc13-1 microcolony assay in cdc5-16 
cells in the presence or absence of BFA1 function. Whereas cdc13-1 cdc5-16 cells were 
incapable of forming microcolonies in the adaptation assay, inactivation of Bfa1 allowed the 
cdc13-1 cdc5-16 bfa1∆ triple-mutant cells to adapt to the presence of DNA damage with 
normal kinetics relative to cdc13-1 controls (Fig. 4A). This complete bypass of the adaptation 
defect of cdc5-16 cells indicates that Bfa1 acts negatively on the adaptation response (Valerio-
Santiago, de Los Santos-Velazquez et al. 2013), and that removal of this negative regulation 
allows PBD-defective mutants of CDC5 to adapt more readily to the presence of DNA 
damage. Consistent with this observation, we confirmed that cells defective in Bub2, the 
binding partner of Bfa1, also suppress the adaptation phenotype of cdc5-16 cells (Fig. S2). 
 Next, we asked whether Bfa1 operates downstream or in parallel with Cdc5 in the 
adaptation process. To answer this question, we constructed cdc13-1 cells carrying alleles of 
BFA1 that are resistant to Cdc5 inhibitory phosphorylation, bfa1-4a and bfa1-11a (Hu, Wang 
et al. 2001, Kim, Luo et al. 2012). In the absence of CDC5 overexpression, these cells adapt to 
DNA damage with slightly slower kinetics than cells carrying wild-type BFA1, consistent with 
a housekeeping role of Cdc5 in relieving the Bfa1 inhibition of the mitotic exit network (cf. 
7hrs time-point in Fig. 4B)(Hu, Wang et al. 2001). In striking contrast, overexpression of 
CDC5 in cdc13-1 bfa1-4a or cdc13-1 bfa1-11a double mutant cells advanced the kinetics of 
adaptation to the same extent as observed when overexpression was performed in a BFA1 
genetic background (Fig. 4C). Specifically, under all conditions, the rate of microcolony 
formation was comparable in cells overexpressing CDC5, and showed advanced kinetics of 
adaptation relative to non-overexpressing cdc13-1 control cells (cf. 7hrs time-point; Fig. 4C). 
Interestingly, evaluation of Bfa1 phosphorylation status revealed no difference in the kinetics 
and extent of modification of this protein in the presence of DNA damage in cdc5-16 mutants 
and control cells (Fig. 4D). These results indicate that CDC5 can promote adaptation 
independently of its ability to inhibit Bfa1 by phosphorylation in bfa1-4a and bfa1-11a mutant 
cells. Taken together with other studies in the literature (Hu et al., 2001; Valerio-Santiago et 
al., 2013), our results suggest that Cdc5 acts on Bfa1 and a novel effector substrate to regulate 
adaptation to DNA damage. 
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Regulation of Cdc5 kinase activity in cells experiencing DNA damage 
Our previous results suggest that Cdc5 regulates a novel effector of the adaptation response by 
PBD-mediated targeting and phosphorylation. However, the status of Cdc5 kinase activity 
during the DNA damage response is currently unclear. Previous studies have indicated that 
Cdc5 kinase activity is high in cells experiencing DNA damage (Hu, Wang et al. 2001), 
whereas others have proposed a partial downregulation during the early stages of the DNA 
damage response (Zhang, Nirantar et al. 2009, Valerio-Santiago, de Los Santos-Velazquez et 
al. 2013). Although Cdc5 downregulation would nicely explain how a tight checkpoint arrest 
might be enforced, it is still not clear how Cdc5 would be reactivated to promote adaptation in 
the late response to DNA damage. To address this issue, we revisited the notion that 
phosphorylation of canonical Cdc5 substrates is affected by the presence of DNA damage. We 
focused on two early mitotic targets of Cdc5, Swe1 and Scc1/Mcd1, since these proteins are 
normally phosphorylated in pre-metaphase cells, consistent with the point of arrest of cdc13-1 
mutants (Weinert et Hartwell 1988, Alexandru, Uhlmann et al. 2001, Sakchaisri, Asano et al. 
2004). As can be seen in Figure 5A, Scc1-Myc migrated in SDS-PAGE as a single band in 
wild-type unsynchronized cells at 23°C, whereas Cdc5-dependent phosphorylation shifted the 
protein to a higher molecular mass in nocodazole-arrested cells (Alexandru, Uhlmann et al. 
2001). Importantly, under identical (i.e., non-permissive) conditions, Scc1-Myc was 
efficiently phosphorylated in cdc13-1 mutant cells (Fig. 5A). The hyperphosphorylation of 
Scc1-Myc seen in cdc13-1 cells was caused by the presence of DNA damage during the cell 
cycle arrest because addition of MMS to nocodazole-arrested wild-type cells also resulted in 
hyperphosphorylation of this substrate. Similar experiments with Swe1 also confirmed normal 
Cdc5-mediated phosphorylation of this substrate after DNA damage. Specifically, we 
monitored the degradation of Swe1 that occurs upon Cdc5 phosphorylation in early mitosis 
(Sakchaisri, Asano et al. 2004). Figure 5B shows that Swe1 is effectively destroyed with 
similar kinetics in undamaged CDC13 cells and in cdc13-1 mutants experiencing DNA 
damage. Taken together, these results indicate that phosphorylation of early mitotic substrates 
by Cdc5 is not downregulated during the DNA damage response. 
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Role of the DNA damage signaling machinery in Cdc5-dependent 
adaptation 
Which substrate is the critical target of Cdc5 during adaptation to DNA damage? A number of 
candidate effectors have been proposed, including several involved in DNA damage signaling 
and repair (Hu, Wang et al. 2001, Liang et Wang 2007, Zhang, Nirantar et al. 2009, Schleker, 
Shimada et al. 2010, Vidanes, Sweeney et al. 2010, Valerio-Santiago, de Los Santos-
Velazquez et al. 2013). Among those, the Sae2 endonuclease stands out because of its 
importance in DNA damage signaling (Clerici, Mantiero et al. 2006, Donnianni, Ferrari et al. 
2010). To determine whether Sae2 is the downstream effector of Cdc5 during adaptation, we 
took advantage of the fact that Cdc5 overexpression promotes adaptation in cdc13-1 cells, and 
removal of Cdc5’s downstream effector in this context should prevent adaptation (Donnianni, 
Ferrari et al. 2010, Vidanes, Sweeney et al. 2010). We performed microcolony formation and 
Rad53 dephosphorylation assays comparing cdc13-1 SAE2 and cdc13-1 sae2∆ strains 
overexpressing CDC5 under the GAL1 promoter. Figure 6A-B shows that loss of SAE2 does 
not detectably impact the rate of microcolony formation and kinetics of Rad53 
dephosphorylation in the absence of Cdc5 overexpression. Moreover, it was possible to 
increase the rate at which cells adapt to the cdc13-1-dependent DNA damage when 
overproducing CDC5 irrespective of the SAE2 status of cells. Taken together, these results 
demonstrate that Cdc5 can promote adaptation to cdc13-1-induced damage independently of 
SAE2 activity. This SAE2-independent response may reflect a degree of specificity in Cdc5’s 
role during adaptation since Sae2 plays a significant role in checkpoint adaptation in cells 
exposed to other types of DNA damage (Clerici, Mantiero et al. 2006, Donnianni, Ferrari et al. 
2010). 
 We next considered other regulators of the DNA damage response as potential 
effectors of Cdc5 in the adaptation response. In particular, we focused on DNA repair proteins 
that are known targets of Cdc5 as well as proteins that have been previously connected to 
checkpoint recovery/inactivation after completion of DNA repair. These candidates include 
the Holliday junction resolvases Yen1 and Mus81 (Matos, Blanco et al. 2011), the scaffold 
protein Slx4 (Ohouo, Bastos de Oliveira et al. 2013), and the phosphatases PP1, PP2B and 
PP4 (Hanway, Chin et al. 2002, Keogh, Kim et al. 2006, Bazzi, Mantiero et al. 2010). Figure 
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S3 shows that inactivation of these proteins did not interfere with the initial phosphorylation of 
Rad53 in response to cdc13-1 inactivation. Moreover, loss of these proteins did not detectably 
affect the ability of Cdc5 to downregulate checkpoint signaling. Specifically, upon CDC5 
overexpression, loss of Rad53 hyperphosphorylation occurred with similar kinetics in all 
mutant strains compared to control cells (Fig. S3). Taken together with previous observations 
(Vidanes, Sweeney et al. 2010), our genetic dependency experiments suggest that Cdc5 acts in 
parallel or downstream of the checkpoint-signaling cascade to promote adaptation to persistent 
DNA damage. In light of this, the direct target of Cdc5 in adaptation may not be the DNA 
damage machinery. 
The RSC chromatin-remodeling complex promotes Cdc5-dependent 
adaptation 
The RSC complex is an evolutionarily-conserved 17-component chromatin-remodeling 
enzyme that plays essential roles in genome expression and stability. Two subunits of this 
complex, Rsc1 and Rsc2, were identified as high probability substrates for Cdc5 in recent 
bioinformatics analyses (Snead, Sullivan et al. 2007). Moreover, it is known that RSC 
components are required to promote adaptation to cell cycle arrest induced by the spindle 
assembly checkpoint (SAC), a process analogous to DNA damage adaptation in budding yeast 
(Rossio, Galati et al. 2010). These observations prompted us to ask if RSC components are 
required for adaptation to DNA damage, and if so, whether they act downstream of Cdc5 in 
this process. To answer these questions, we deleted two genes encoding non-essential subunits 
of the RSC complex (RSC1 and RSC2) in a cdc13-1 mutant background and monitored 
checkpoint activation in these cells. We conducted these experiments on a shorter time-scale 
(7 hrs) to avoid confounding effects associated with long-term transcriptional changes in rsc 
mutants (Angus-Hill, Schlichter et al. 2001). Upon induction of cdc13-1 damage, rsc1∆ and 
rsc2∆ mutants established a strong cell cycle arrest, as evidenced by the formation of large 
budded cells in >90% of the population and hyperphosphorylation of Rad53 ~2 hrs after 
cdc13-1 inactivation (Fig. 7A-C), thereby indicating robust checkpoint activation in these 
cells. However, loss of the RSC subunit significantly impaired the ability of cdc13-1 mutants 
to adapt to DNA damage (Fig. 7A). The more profound impact of rsc2∆ mutants relative to 
rsc1∆ on the adaptation process is consistent with those subunits being part of distinct forms 
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of the RSC complex, each acting in semi-overlapping functions in vivo (Cairns, Schlichter et 
al. 1999). Since RSC components are involved in adaptation, we took advantage of the CDC5 
overexpression system to ask if RSC activity acts downstream or upstream of Cdc5 to bypass 
the DNA damage checkpoint. Remarkably, inactivation of the RSC complex prevented full 
adaptation of cdc13-1 cells overexpressing CDC5 (Fig. 7B). Once again, rsc2∆ mutants had a 
stronger effect than rsc1∆ on CDC5-induced adaptation, but both had significantly-impaired 
levels of adaptation by the end of the experiment (Fig. 7B). Rad53 was dephosphorylated with 
similar kinetics in RSC2 and rsc2∆ cells after overexpression of CDC5 (Fig. 7D; compare 7 hr 
time points), thereby indicating that the adaptation defect of RSC complex mutants does not 
correlate with Rad53 phosphorylation status. 
 To gain further mechanistic insights into the Cdc5-RSC relationship, we performed co-
immunoprecipitation experiments to determine if Cdc5 interacts physically with the RSC 
complex during the DNA damage response. As previously observed (Rossio, Galati et al. 
2010), we detected a phosphorylation-independent basal interaction between myc-tagged Rsc2 
and endogenous Cdc5 in the absence of DNA damage (i.e., 23 °C; Fig. 7E). In contrast, 
analysis of cdc13-1 cells growing at 32 °C revealed that Cdc5 interacts strongly with the RSC 
complex in the presence of DNA damage, and that this interaction is significantly reduced in 
cells lacking Cdc5 phosphopeptide-binding activity (cdc5-16; Fig. 7E). Cdc5 was not 
immunoprecipitated from cells expressing untagged Rsc2, thereby indicating that the 
interaction is specific. Taken together, these results indicate that the RSC complex is a novel 
regulator of the adaptation response to DNA damage in budding yeast, and that it acts together 
with Cdc5 to promote this process. 
Discussion 
The contribution of PLKs to cell cycle progression has been extensively studied in the past, 
but the mechanisms underlying their specific contribution to the DNA damage response –
particularly to the adaptation to persistent DNA damage– still remain elusive (Serrano et 
D'Amours 2014, Archambault, Lepine et al. 2015). We have previously shown that the PBD 
and kinase activities of Cdc5 do not contribute equally to all PLK functions during cell 
division, and that some mitotic processes requiring Cdc5 activity are not detectably affected 
by the loss of PBD-mediated phosphopeptide-binding activity (Ratsima, Ladouceur et al. 
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2011). In contrast, we show here that the PBD activity of Cdc5 is absolutely crucial for the 
adaptation response to DNA damage. Together with the loss of ploidy control, the adaptation 
defect of cdc5-16 mutants is one of the most dramatic consequences that is associated with 
loss of PBD activity in yeast. 
Our analyses reveal that the PBD likely promotes adaptation by enabling 
phosphorylation-dependent binding of Cdc5 to a key effector protein that is located in the 
vicinity of SPBs. Consistent with this, our genetic analyses excluded predominantly nuclear 
DNA repair/checkpoint effectors as downstream targets of Cdc5 in the adaptation response. 
Experiments using Cdc5 phosphosite mutants of Bfa1 also suggest that Bfa1 is not the sole 
target of Cdc5 in this process. This interpretation is consistent with the fact that: 1) the 
adaptation process depends on the PBD phosphopeptide-binding activity of Cdc5, 2) the PBD 
is highly-specific for binding to Cdk1-phosphorylated substrates (Elia, Rellos et al. 2003), 3) 
loss of Cdk1 activity does not prevent Cdc5-dependent phosphorylation of Bfa1 (Valerio-
Santiago, de Los Santos-Velazquez et al. 2013), and 4) overactivation of Cdk1 does not 
bypass checkpoint responses (Stueland, Lew et al. 1993). Our data do not exclude an 
important role of Bfa1 as a target for Cdc5 in the adaptation response, but rather indicate that 
Cdc5 acts in an additional biochemical pathway that has a considerable impact on the process 
of adaptation. In fact, we envision that Cdc5 could have a dual contribution to the adaptation 
process; the first one via its housekeeping function in activating mitotic exit (Rock et Amon 
2011), and the second one via its DNA damage-specific function mediated by the novel 
pathway revealed in this study. It is a formal possibility that the Bfa1-independent contribution 
of Cdc5 to checkpoint adaptation is mediated through a currently unknown regulatory input on 
the mitotic exit network since overexpression of Cdc5 can suppress the Cdc14 activation 
defects of some MEN mutants (Visintin et al., 2003). However, the fact that CDC5 
overexpression does not efficiently suppress the conditional lethality of several mitotic exit 
mutants (Jaspersen, Charles et al. 1998), but is capable of inducing full adaptation (Vidanes, 
Sweeney et al. 2010) suggests that some of Cdc5 functions in adaptation are exerted 
independently of mitotic exit pathways. Furthermore, PBD-defective cdc5 mutants show very 
little, if any, mitotic exit defect (Ratsima, Ladouceur et al. 2011), while they are completely 
defective in adaptation to DNA damage. 
 102 
Importantly, we identified the RSC chromatin-remodeling complex as a new 
component involved in the Cdc5-dependent pathway for adaptation. Consistent with this, it 
has previously been shown that RSC components bind directly to Cdc5 during mitosis 
(Rossio, Galati et al. 2010). Whether RSC components are also phosphorylated by Cdc5 
remains an open question. However, we note that several subunits of the RSC complex were 
recently identified as high probability substrates for Cdc5, and also contain a large number of 
PBD consensus binding sites (Snead, Sullivan et al. 2007). This, together with the fact that the 
RSC complex contains 17 subunits (Cairns, Schlichter et al. 1999), make the identification of 
the actual Cdc5 phosphorylation/PBD-binding sites in RSC subunits a daunting task that will 
be the subject of a future study. Beyond the kinase-substrate issue, our data clearly establish 
the RSC complex as a novel contributor to the Cdc5-dependent pathway for adaptation to 
DNA damage. It is interesting to note that in addition to their adaptation defect, cdc5-16 and 3 
different mutants of the RSC complex (sfh1, rsc3, and htl1) share a similar defect in the 
maintenance of genome ploidy (Lanzuolo, Ederle et al. 2001, Campsteijn, Wijnands-Collin et 
al. 2007). The fact that adaptation and ploidy defects are relatively uncommon phenotypes that 
are both observed in RSC and cdc5 mutants reinforce our conclusion that these proteins work 
together in a novel pathway to promote genome stability. Finally, we note that Cdc5 and the 
RSC complex have also been linked to the adaptation response to persistent SAC activation 
(Rossio, Galati et al. 2010). This raises the intriguing possibility that adaptation to various 
types of cell cycle inhibitory signals is mediated through a single universal mechanism. 
Centrosomes/SPBs have a well-established function as microtubule organizing centers 
in cells. Interestingly, the notion that the centrosome can also act as a key signaling platform 
for cellular processes unrelated to microtubule organization has gained much momentum in 
recent years (Arquint, Gabryjonczyk et al. 2014). Our data indicate that the yeast centrosome 
plays a key organizing function in the promotion of effective adaptation to DNA damage via 
PBD-mediated enrichment of Cdc5. We envision that the specific localization of Cdc5 to this 
organelle enables phosphorylation of an essential effector of adaptation that is unlikely to be 
constitutively associated with centrosomes. The phosphorylation of Cep55 by centrosome-
localized Plk1, and its subsequent relocation to the spindle midzone in mammalian cells 
(Fabbro, Zhou et al. 2005) provides a compelling paradigm for how Cdc5 might activate 
and/or promote the relocation of its immediate effector during the adaptation response. This 
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downstream effector could be the RSC complex itself since chromatin-remodeling complexes 
related to RSC are known to associate with centrosomes and/or its components in mammalian 
cells (Sillibourne, Delaval et al. 2007, Euskirchen, Auerbach et al. 2011). The downstream 
effector could also be a currently unknown regulator of RSC. Nevertheless, our data now 
provide a clear demonstration of the functional importance of localizing effectors of the DNA 
damage response to SPBs/centrosomes to ensure cellular resistance to DNA damage. In this 
context, the importance of Cdc5’s PBD activity cannot be overstated since loss of this activity 
impairs SPB localization (Song, Grenfell et al. 2000, Ratsima, Ladouceur et al. 2011), reduces 
cellular resistance to DNA damage and is associated with wide-scale genome instability. 
Finally, our study also unravels an unexpected benefit of localizing polo kinase activity to 
SPBs in cdc5-∆PBD-CNM67 mutants. Indeed, this not only allowed cells to mount an 
effective adaptation response to DNA damage, but it also allowed cells to survive and grow 
normally in the complete absence of PBD activity. Previous genetic analyses have indicated 
that the phosphopeptide-binding activity of Cdc5 PBD is dispensable for viability in yeast, but 
that full deletion of the PBD results in lethality (Park, Song et al. 2004, Ratsima, Ladouceur et 
al. 2011). Our study now reveals that the essential function of the PBD for cellular viability 
can be effectively restored in cdc5-∆PBD cells by directing polo kinase activity to SPBs. 
Hence, our work unraveled key insights into the mechanisms used by Cdc5 to promote the 
maintenance of genome integrity and ensure cell survival not only under DNA damage 
conditions, but also during normal cell proliferation. 
Experimental procedures 
Yeast strains used in this study are described in Table S1. Standard conditions were used for 
yeast culture and genetic manipulations (Guthrie et Fink 1991), as well as for microcolony 
formation assays (Toczyski, Galgoczy et al. 1997, Vidanes, Sweeney et al. 2010), 
immunoblotting (Ratsima, Ladouceur et al. 2011), and immunoprecipitation experiments 
(Rossio, Galati et al. 2010). Rat monoclonal antibodies 18D9-G8A1 and 15F2 were generated 
against full-length recombinant Swe1 by MédiMabs (Montréal, Canada) and used in 
combination at a dilution of 1/250 each for the detection of endogenous Swe1 by immunoblot. 
All quantifications presented in this study represent the means ± S.E.M. for ≥3 independent 
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Figures and Legends 
Figure 1. Cdc5 PBD activity is essential for adaptation to DNA damage and 
resistance to genotoxic stress 
(A) CDC5 cdc13-1 and cdc5-16 cdc13-1 double mutants cells were incubated at 32 °C for 4 
hrs before being plated on solid YEPD. Microcolony formation was monitored after 4, 10, 24 
and 30 hrs of incubation at restrictive temperature. The fraction of cells forming microcolonies 
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at each time point is indicated in graphs below the micrographs. Means ± S.E.M. of 3 
independent experiments are shown. The scale bar corresponds to 10 µm. The 
cell/microcolony outlines were marked with a dotted line. Only genotype differences are 
described in panel notations. (B) Phosphorylation status of Rad53 in cdc13-1 and cdc13-1 
cdc5-16 cells experiencing persistent DNA damage. Samples of cells were collected and 
processed for immunoblot analysis at the indicated time points. As previously observed, 
phosphorylation of Rad53 induced the appearance of a slower-migrating form of the protein 
after electrophoresis (Sanchez, Desany et al. 1996, Sun, Fay et al. 1996). (C) The DNA 
damage sensitivity of cdc5-16 mutants (two independent strains) was compared to wild-type 
controls and strains carrying cdc5-77 or xrs2∆. Sensitivity was evaluated on medium 
containing MMS or 4-NQO at various temperatures. Note that the effect of the DNA 
damaging agents was more severe at higher temperatures. This explains why higher doses 
were used at 22 °C than at 30 °C and above. (D) DNA damage sensitivity of cells carrying 




Figure 2. Overexpression of the PBD-deficient mutant of CDC5 induces 
adaptation to DNA damage and checkpoint inactivation 
(A) cdc13-1 strains overexpressing either wild-type Cdc5 (PGAL1-CDC5) or the PBD-deficient 
mutant Cdc5-16 (PGAL1-cdc5-16) were assayed for microcolony formation on YEPR medium 
 114 
supplemented with 2% galactose. A cdc13-1 yeast strain expressing Cdc5 at endogenous 
levels (empty) was included as control. Scale bar, error bars, and cell outlines are as defined in 
Fig. 1. (B) Rad53 phosphorylation status in cdc13-1 cells overproducing CDC5. Under our 
SDS-PAGE conditions, overexpression of Cdc5 reduces the levels of Rad53 phosphorylation, 
as evidenced by the appearance of hypophosphorylated (i.e., partially retarded) and non-
phosphorylated forms of the protein. Cells in log phase were grown at restrictive temperature 
for 2 hrs before overexpression was induced for 3 additional hrs by addition of 2% galactose 
to the growth medium (YEPR). Cellular extracts were probed with anti-HA (top panel), anti-
Cdc5 (middle panel) and anti-Nsp1 (bottom panel; loading control) antibodies. 
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Figure 3. Localization of Cdc5-16 at the SPB is sufficient to promote 
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adaptation and resistance to DNA damage 
A) Adaptation to DNA damage was determined in cdc13-1 strains expressing wild-type 
CDC5, cdc5-16, and the chimeric mutants cdc5-16-bbp1 or cdc5-∆PBD-CNM67. The 
microcolony formation assay was performed as before. Scale bar, error bars, and cell outlines 
are as defined in Fig. 1. Only genotype differences are mentioned in panel notations. (B) 
Phosphorylation status of Rad53 protein in cdc13-1 cells expressing Cdc5 chimeras. (C) DNA 
damage sensitivity of cdc5-16-bbp1 mutants and control yeast strains growing on medium 
containing various concentrations of 4-NQO at room temperature. 
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(A) Loss of Bfa1 activity suppresses the adaptation defect of cdc5-16 mutants. Wild-type or 
cdc5-16 mutant cells carrying cdc13-1 with and without bfa1∆ were processed for 
microcolony formation assay at non-permissive temperature. (B) Microcolony formation in 
bfa1 mutants resistant to Cdc5 phosphorylation. cdc13-1 cells expressing wild-type BFA1, 
bfa1-4a, or bfa1-11a phosphorylation site mutants were assayed for microcolony formation at 
32 °C. (C) Cells expressing the phospho-resistant alleles of BFA1 were monitored for 
adaptation to DNA damage in the presence of Cdc5 overexpression. Scale bar, error bars, and 
cell outlines are as defined in Fig. 1. (D) Phosphorylation status of Bfa1 in CDC5 and cdc5-16 
cells experiencing cdc13-dependent DNA damage. Samples of cells were collected and 
processed for immunoblot analysis at the indicated time points. Phosphorylation of Bfa1 
resulted in the formation of a retarded band following electrophoresis (Hu, Wang et al. 2001). 
Only genotype differences are mentioned in panel notations. (Figure 4 by Serrano D.) 
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Figure 5. Cdc5 kinase activity during the DNA damage response 
(A) Cdc5-mediated phosphorylation of Scc1/Mcd1 was monitored by gel retardation assay. 
Samples of cells from log phase or nocodazole-arrested cultures were processed for extract 
preparation, SDS-PAGE and immunoblotting. MMS was added at a concentration of 0.1% for 
45 min in part of the culture of wild-type cells arrested in nocodazole. Cellular extracts were 
probed with anti-Myc to detect Scc1-Myc phosphorylation-induced gel shift. (B) Cultures of 
wild-type and cdc13-1 mutant cells were arrested in G1 and released into a synchronous cell 
cycle at non-permissive temperature. Samples were taken at intervals and processed for 
immunoblotting as described in panel A. Cellular extracts were probed with anti-Swe1 
monoclonal antibodies to detect the Cdc5-induced disappearance of this protein in early 
mitosis. Pgk1 was used as loading control. The budding index of the culture is shown below 





Figure 6. Cdc5 acts downstream or in parallel to Sae2 during the adaptation 
response 
(A) Role of SAE2 in microcolony formation in populations of cdc13-1 cells overexpressing 
Cdc5 was monitored at restrictive temperature. Non-overexpressing cells were included as 
controls. Scale bar, error bars, and cell outlines are as defined in Fig. 1. cdc13-1 was omitted 
from genotype notation as before. (B) The same strains were also used to monitor Rad53 
phosphorylation status during adaptation (as described in Fig. 2B). 
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Figure 7. The RSC chromatin-remodeling complex promotes CDC5-
dependent adaptation to DNA damage 
(A-B) cdc13-1 mutants carrying either rsc1∆ or rsc2∆ deletions were processed to determine 
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their adaptation capacity at non-permissive temperature with (B) and without (A) CDC5 
overexpression. Scale bar, error bars, and cell outlines are as defined in Fig. 1. (C-D) 
Phosphorylation status of Rad53 in RSC2-defective cells experiencing DNA damage with (D) 
and without (C) CDC5 overproduction. (E) Cdc5 and RSC interact in a phospho-specific 
manner in cdc13-1 cells. Myc-tagged Rsc2 was immunoprecipitated from extracts prepared of 
cells incubated at permissive (23 °C) or non-permissive (32 °C) temperature for cdc13-1. The 
immunoprecipitates were processed for immunoblot analysis using anti-Myc and anti-Cdc5 






Supplemental Experimental Procedures 
Yeast strains and growth conditions: All yeast strains are derivatives of W303 (Table S1). 
Yeast culture, sporulation and tetrad dissection were performed by standard procedures 
(Guthrie et Fink 1991). Gene deletion strains were generated by PCR amplification as 
previously described (Longtine, McKenzie et al. 1998). For DNA damage sensitivity 
experiments, yeast were spotted on solid medium containing various concentrations of MMS 
and/or 4-NQO at 22 °C or 32 °C. For experiments involving the cdc5-77 ts mutants, yeast 
were grown at temperatures of 30°C and 35 °C. Briefly, 5-fold dilution series of mutant yeast 
strains (first spot corresponds to a culture at OD600nm of 0.3) were spotted on solid YEPD 
(Yeast Extract, Peptone, 2% Glucose) and grown in temperature-controlled incubators (Binder 
KB115) for 48-72 hrs before taking a picture of the yeast spots. 
 
Microcolony formation assay: The ability of various mutants to adapt to persistent DNA 
damage induced by the ts allele cdc13-1 was performed on cells incubated at 32 °C, as 
previously described (Toczyski, Galgoczy et al. 1997, Vidanes, Sweeney et al. 2010). 
Specifically, overnight cultures were diluted to OD600nm of 0.25 and incubated at 23 °C for 2 
hrs to allow cells to reach log phase growth in either liquid YEPD or YEP containing 2% 
raffinose (YEPR). The temperature was subsequently raised to 32 °C for 2 hrs to activate the 
DNA damage checkpoint using cdc13-1 allele. Cells were then plated on solid medium 
containing either YEPD or YEPR plus 2% galactose (YEPRG) in a temperature-controlled 
room. For a given yeast strain, cells were plated on multiple plates corresponding to the 
individual time points to be monitored during the experiment. All plates were incubated at 32 
°C until they reached the appropriate time for monitoring adaptation. Cell morphology was 
recorded by digital microscopic photography using a tetrad dissection microscope (Eclipse 
50i)-mounted DS-Fi1 camera and DS-L2 controller unit (all from Nikon). Primary 
micrographs obtained from the controller unit were adjusted for optimal brightness and 
contrast using Photoshop image editing software (Adobe). The number of microcolonies was 
determined by counting the number of cells with 3 or more cell bodies. 
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Protein phosphorylation in whole cell extracts and western-blotting: The in vivo 
phosphorylation status of HA-tagged Rad53, HA-tagged Bfa1 and Myc-tagged Scc1 was 
monitored by western-blotting following electrophoresis of total cellular extracts in 8% SDS-
PAGE using mouse monoclonal antibodies 12CA5 and 9E10 at 1/1000 dilution, respectively 
(Donnianni, Ferrari et al. 2010). Endogenous Cdc5 and Swe1 were detected in whole cell 
extracts by immunoblot analysis using a combination of mouse monoclonal antibodies 11H12 
and 4F10 (Ratsima, Ladouceur et al. 2011) and a combination of rat monoclonal antibodies 
15F2 and 18D9-G8A1 (raised against full-length Swe1), respectively. Cdc5 and Swe1 
antibodies were obtained from MédiMabs (Montréal, Canada) and used in combination at a 
dilution of 1/200 each. Monoclonal antibodies 22C5 and 32D6 were used to detect 
endogenous Pgk1 and Nsp1, as previously described (Ratsima, Ladouceur et al. 2011). 
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Figure S1, Related to Figure 2. Overexpression of PBD-deleted mutants of CDC5 induces 
adaptation to DNA damage 
(A-B) cdc13-1 strains carrying wild-type Cdc5 (PGAL1-CDC5) or PBD-deleted variants of 
Cdc5 (i.e., PGAL1-cdc5-∆PBD or PGAL1-cdc5-∆PBD-CNM67) were assayed for microcolony 
formation on YEP medium supplemented with either 2% raffinose (A) or 2% galactose (B). A 
cdc13-1 yeast strain expressing Cdc5 at endogenous levels (PGAL1-empty) was included as 
control. Scale bar, error bars, and cell outlines are as defined in Figure 1. Note that PBD 
deletion variants of Cdc5 are properly localized to the nucleus (Nakashima et al., 2008) and 




Figure S2, Related to Figure 4. Loss of Bub2 activity bypasses the adaptation defect of 
cdc5-16 mutants 
Wild-type and cdc5-16 mutant cells carrying cdc13-1 with and without bub2∆ were assayed 
for microcolony formation at non-permissive temperature, as previously described. Scale bar, 





Figure S3, Related to Figure 6. Contribution of the DNA repair and DNA damage 
signaling machineries in Cdc5-induced adaptation 
(A) Rad53 phosphorylation levels were determined in cdc13-1 cells overexpressing Cdc5 in 
the presence or absence of (A) Mus81, (B) Yen1, (C) Mus81 and Yen1, (D) Pph3 (E) Glc7, 
(F) Cna2, and (G) Slx4. Conditions for the Rad53 phosphorylation assays are the same as in 
Figure 2B. Note that in experiments using the glc7-10 ts allele, a restrictive temperature of 
37°C was used to determine Rad53 phosphorylation status. Mus81 and Yen1 were tested 




Table S1, Related to Figures 1-7. Yeast strains used in this study 
Relevant genotypes are shown on the right. 
Figure Name Genotype 
Figure 1 D2472 MATa CDC5 cdc13-1 
 D2473 MATa cdc5-16::HIS3MX6 cdc13-1  
 D1 MATa CDC5 
 D1412 MATa xrs2::URA3MX6 
 D1224 MATa cdc5-77::HIS3MX6 
 D1465 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D1827 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D3 MATa/MATα CDC5/CDC5 
Figure 2 D2905 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA RAD53::3xHA::TRP1 
 D2906 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D2907 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-
CDC5::URA3 
 D2908 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-
CDC5::URA3 
 D2909 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-cdc5-
16::URA3 
 D2910 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-cdc5-
16::URA3 
 D3039 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 p364 [YEpFAT4-PGAL1-
10] 
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 D3041 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 p632 [YEpFAT4-PGAL1-
CDC5] 
 D3043 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 p815 [YEpFAT4-PGAL1-
cdc5-16] 
Figure 3 D3433 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D3378 MATa cdc5-16::HIS3MX6 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D3434 MATa cdc5-16-bbp1[243-385]::HIS3MX6 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D3866 MATa CDC5 cdc13-1 
 D2473 MATa cdc5-16::HIS3MX6 cdc13-1 
 D3867 MATa CDC5-dPBD-CNM67::HIS3MX6 cdc13-1 
 D1 MATa CDC5 
 D1412 MATa xrs2::URA3MX6 
 D1465 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D3440 MATα cdc5-16-bbp1[243-385]::HIS3MX6 
 D3 MATa/MATα CDC5/CDC5 
Figure 4 D2472 MATa CDC5 cdc13-1 
 D2473 MATa cdc5-16::HIS3MX6 cdc13-1 
 D3995 MATa cdc5-16::HIS3MX6 cdc13-1 bfa1::TRP1 
 D2905 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53::3xHA::TRP1 
 D4211 MATa CDC5 cdc13-1 bfa1::HIS3 trp1-1::bfa1-4a-GFP::TRP1 
 D4209 MATa CDC5 cdc13-1 bfa1::HIS3 trp1-1::bfa1-11a-GFP::TRP1 
 D2907 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-
CDC5::URA3 
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 D4244 MATa CDC5 cdc13-1 bfa1::HIS3 trp1-1::bfa1-4a-GFP::TRP1 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D4250 MATa CDC5 cdc13-1 bfa1::HIS3 trp1-1::bfa1-11a-GFP::TRP1 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
Figure 5 D1887 MATa CDC5 SCC1-13xMyc::TRP1 
 D4312 MATa CDC5 cdc13-1 SCC1-13xMyc::TRP1 
Figure 6 D2905 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D3179 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 sae2::kanMX6 
 D2907 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-
CDC5::URA3 
 D3181 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 sae2::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
Figure 7 D2905 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D4370 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 rsc1::kanMX6 
 D4372 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 rsc2::kanMX6 
 D2907 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-
CDC5::URA3 
 D4385 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 TRP1 rsc1::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D4414 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 TRP1 rsc2::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
Figure S1 D1 MATa CDC5 
 D3 MATa/MATα CDC5/CDC5 
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 D1826 MATa CDC5 
 D1827 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D1828 MATa CDC5 
 D1829 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
 D1830 MATa CDC5 
 D1831 MATa cdc5-16::HIS3MX6 
Figure S2 D2905 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D2906 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D3279 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 mus81::kanMX6 
 D3281 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 mus81::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D3280 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 yen1::kanMX6 
 D3282 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 yen1::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 







MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 yen1::HIS3MX6 
mus81::kanMX6 ura3-1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D2905 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 
 D2907 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 ura3-1::PGAL1-
CDC5::URA3 
 D3604 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 pph3::kanMX6 
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 D3605 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 pph3::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D3696 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 glc7-10::HIS3MX6 
 D3721 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 glc7-10::HIS3MX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D3795 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 cna2::kanMX6 
 D3797 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 cna2::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 D3849 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 slx4::kanMX6 
 D3850 MATa CDC5 cdc13-1 RAD53-3xHA::TRP1 slx4::kanMX6 ura3-
1::PGAL1-CDC5::URA3 
 




Conclusions, perspectives et pistes de recherche future 
1. Résumé des contributions aux connaissances 
1.1 Rôle de Cdc5 aux SPB : la réponse au dommage à l’ADN localisée aux 
centrosomes 
1.1.1 Dépendance de la liaison à des phospho-peptides du PBD pour le ciblage 
intracellulaire de Cdc5 
La localisation de Cdc5 a initialement été décrite comme dépendante du PBD et 
indispensable à ses fonctions mitotiques dans un contexte de cycle cellulaire non perturbé par 
des dommages au génome (Song, Grenfell et al. 2000). Une étude a déjà souligné l’importance 
de l’activité de liaison aux phospho-peptides du PBD (Lee, Grenfell et al. 1998). En utilisant 
la surexpression du PBD de Plk1 contenant le double mutant des résidus His538 et Lys540, il 
a été démontré que le PBD perdait son potentiel d’enrichissement aux centrosomes (Hanisch, 
Wehner et al. 2006). De plus, la surexpression de Plk1 pleine longueur contenant ces 
mutations provoque le même phénotype (Park, Soung et al. 2010). Ces expériences suggèrent 
donc que l’activité de liaison à des phospho-peptides portée par le PBD est critique pour la 
localisation spécifique de Plk1. Toutefois, le système de surexpression protéique mise en 
œuvre dans ces analyses pose la question de la pertinence physiologique des résultats 
présentés. Par ailleurs, ces études n’explorent que peu les répercussions de ces mutations en 
terme de fonction. 
Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes basés sur l’expression de Cdc5 à des 
niveaux physiologiques et nous avons ainsi confirmé que Cdc5 dépend de son PBD et de son 
activité de liaisons à des phospho-peptides pour s’enrichir aux SPB. Néanmoins, nos résultats 
révèlent que cette activité de liaison à des phospho-peptides portée par le PBD n’est pas une 
condition requise pour que les cellules puissent compléter la mitose. En effet, même en 
l’absence d’enrichissement de Cdc5 aux SPB, les cellules sont tout de même capables de se 
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diviser. En revanche, l’activité catalytique du DK est critique et les cellules ayant perdu cette 
activité restent bloquées en mitose. 
Par ailleurs, notre étude met en évidence le fait que, dans un contexte de dommage à 
l’ADN, les fonctions cellulaires de Cdc5 dépendent de l’activité de liaisons aux phospho-
peptides du PBD. En perdant l’habileté de cibler Cdc5 au SPB, les cellules portant le mutant 
du PBD sont dans l’incapacité d’influencer la réponse au dommage à l’ADN et de redémarrer 
leur prolifération. Cette observation confirme bien que Cdc5 dépend de son activité de liaison 
à des phospho-peptides pour être proprement ciblé à certaines structures cellulaires comme 
cela est déjà le cas dans son rôle d’activateur du MEN (Rock et Amon 2011). Notre étude 
démontre ainsi que ce ciblage est aussi essentiel afin que Cdc5 remplisse ses fonctions 
critiques dans le maintien de la stabilité du génome. 
1.1.2 Maintien de la stabilité du génome via la liaison aux phospho-peptides par le PBD 
Afin d’affiner l’analyse de l’importance de l’activité de liaison à des phospho-peptides 
du PBD de Cdc5, nous avons généré un allèle mutant contenant les mutations de cdc5-12 et y 
avons ajouté une mutation additionnelle pour créer un allèle au phénotype exacerbé. L’allèle 
ainsi généré, cdc5-16, contient une substitution additionnelle sur le Trp517 (correspondant au 
résidu Trp414 de Plk1), un résidu strictement conservé critique pour la liaison au phospho-
peptide et qui, une fois muté, élimine l’habileté de Plk1 de complémenter l’allèle cdc5-1 (Lee 
et Erikson 1997, Elia, Rellos et al. 2003). 
Une analyse minutieuse in vivo du cycle cellulaire du mutant cdc5-16, présentant une 
inhibition spécifique de l’activité de liaison à des phospho-peptide, nous a laissé entrevoir 
l’importance primordiale des fonctions associées à cette activité. Le Chapitre 2 montre que 
les cellules portant cet allèle perdent leur capacité à maintenir leur ploïdie. Cette perte du 
contrôle de la ploïdie peut avoir plusieurs impacts néfastes pour les cellules puisqu’elle permet 
de générer des cellules aneuploïdes, une caractéristique des cellules cancéreuses (Oromendia 
et Amon 2014). L’aneuploïdie est un état dans lequel les cellules possèdent un ensemble de 
chromosomes qui n’est pas multiple de son équivalent haploïde (Oromendia et Amon 2014). 
Cela engendre de nombreuses perturbations cellulaires causées par la dérégulation quantitative 
des gènes ainsi que de leurs produits. 
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Notre étude révèle une fonction cruciale de Cdc5 qui n’a pas été décrite auparavant. 
Cdc5 aide à maintenir un génome euploïde et cette fonction dépend de la capacité du PBD à se 
lier à des phospho-peptides. Dans l’impossibilité de se lier à des phospho-peptides, Cdc5 perd 
ultimement son rôle de régulation dans le processus de biogenèse des SPB et cette perturbation 
résulte en un défaut prolifératif caractérisé par une perte de la ploïdie. Est-ce que les fonctions 
de Cdc5 dépendantes de la liaison aux phospho-peptides du PBD dans la protection de la 
stabilité du génome se limitent au maintien de la ploïdie ? 
Notre étude présente de forts arguments confirmant que l’activité de liaison du PBD 
dans la protection du génome est plus importante, en particulier vis-à-vis de ses fonctions dans 
l’adaptation aux dommages persistants à l’ADN (Toczyski, Galgoczy et al. 1997). L’analyse 
poussée des phénotypes associés à la perte de l’activité du PBD révèle que Cdc5 ne peut 
remplir ses fonctions d’adaptation au dommage persistant à l’ADN en l’absence de son PBD. 
Ainsi, les cellules possédant l’allèle de Cdc5 déficient pour l’activité du PBD sont dans 
l’incapacité de s’adapter et restent bloquées de manière permanente en mitose tel que le 
montre Chapitre 3. Cet allèle nous a notamment permis de montrer que l’une des cibles 
moléculaires de Cdc5 dans l’adaptation aux dommages à l’ADN est le complexe Bfa1-Bub2 
qui est un substrat déjà connu décrit dans le contexte de l’activation du MEN menant à la fin 
de la mitose (Hu, Wang et al. 2001, Rock et Amon 2011). De plus, notre étude révèle que le 
complexe RSC, et particulièrement les sous-unités Rsc1 et Rsc2, est un composant majeur de 
la cascade de signalisation menant à l’adaptation par Cdc5. À la vue des résultats présentés par 
notre étude, Cdc5 semble donc intégrer un ensemble complexe de réseaux de protéines 
régulatrices du cycle cellulaire d’une part et du maintien de l’intégrité du génome d’autre part. 
Par conséquent, l’activité de liaison aux phospho-peptides portée par le PBD dans le 
maintien de la stabilité du génome ne se limite pas au maintien de la ploïdie des cellules, mais 
s’étend au contrôle à la capacité proliférative des cellules lorsque le génome est endommagé. 
Il est intéressant de noter que notre étude démontre que Cdc5 ne peut remplir ce rôle que si 
elle est proprement enrichie aux SPB. Cette observation est intéressante car elle soulève ainsi 
la question de la localisation de Cdc5 dans le cadre de son activation par Cdc28 (Mortensen, 
Haas et al. 2005). Est-ce que Cdc5 doit être localisé aux SPB afin d’être activée? Dans le cas 
de Plk1, la liaison du PBD a un substrat enlève son auto-inhibition (Archambault, Lepine et al. 
2015). Cdc5, Cdc28 et Clb2 ayant une localisation cellulaire au SPB durant la mitose, il est 
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fort probable que la population de Cdc5 aux SPB soit conséquemment activée (Bailly, 
Cabantous et al. 2003, Maekawa, Usui et al. 2003)(Chapitre 2). Une analyse in vitro du 
niveau d’activation du mutant cdc5-16 qui ne peut s’enrichir au SPB comparée à un allèle de 
type sauvage nous permettrait de déterminer la contribution de la localisation de Cdc5 dans 
son activation par Cdc28.   
1.1.3 Protection du génome par PLK aux centrosomes/SPB, pas au noyau 
En perdant sa capacité à réguler la biogenèse et les fonctions normales des 
centrosomes/SPB, la cellule s’expose à des divisions menant à une mauvaise ségrégation des 
centrosomes donnant ultimement naissance à des cellules au potentiel aneuploïde. Les PLK 
semblent intervenir à plusieurs niveaux dans la régulation des centrosomes/SPB rappelant 
ainsi l’étendue du rôle des PLK dans le maintien de la stabilité du génome (Archambault et 
Glover 2009). 
La perte de la localisation aux SPB du mutant de Cdc5 déficient pour l’activité de 
liaison aux phospho-peptides explique au moins en partie leur défaut de maintien de ploïdie 
puisque Cdc5 ne peut plus remplir ses fonctions aux SPB. Cependant, la raison de 
l’importance de la localisation aux SPB de Cdc5 pour ses fonctions dans l’adaptation au 
dommage persistant à l’ADN est à priori moins évidente. En effet, nos résultats montrent que 
même en l’absence de Cdc5 dans le noyau, parce que spécifiquement ciblé aux SPB, les 
cellules sont capables de s’adapter aux dommages persistants à l’ADN. Cette observation 
soulève alors la question suivante : par quel mécanisme Cdc5 remplit son rôle dans 
l’adaptation ? Est-ce à cause de son exclusion du noyau ou grâce à sa proximité à un substrat 
localisé ailleurs ? Notre étude permet de favoriser cette dernière hypothèse et nous proposons 
que l’une des cible moléculaire de Cdc5 responsable de sa fonction dans l’adaptation est le 
complexe RSC. 
Bien qu’un nombre de plus en plus important d’études révèle que les protéines 
directement impliquées dans la régulation du cycle cellulaire en réponse au dommage à 
l’ADN, tel que Chk1 et Chk2/Rad53, sont enrichies au centrosome/SPB quand le génome est 
endommagé, les bases moléculaires expliquant cette localisation spécifique sont encore floues 
(Zhang, Hemmerich et al. 2007). Cette constatation mène à la question, pourquoi cette 
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localisation spécifique aux centrosomes/SPB ? Une étude menée chez D. melanogaster 
propose que l’inactivation des centrosomes, caractérisée par l’assemblage d’un fuseau 
mitotique sans microtubules astraux et la dissociation de plusieurs composants du complexe g-
TuRC, fait partie intégrante du système de contrôle de la réponse au dommage à l’ADN 
(Sibon, Kelkar et al. 2000). Cette inactivation joue un rôle dans l’inhibition de la formation du 
fuseau mitotique prévenant ainsi la ségrégation des chromosomes endommagés (Sibon, Kelkar 
et al. 2000). La protéine effectrice de la réponse aux dommages à l’ADN, Chk2 est impliquée 
dans ce processus et s’enrichit spécifiquement aux centrosomes pour inhiber la mitose et 
l’assemblage du fuseau en réponse aux dommages à l’ADN (Takada, Kelkar et al. 2003).  
Chez S. ceverisiae, des évidences soulignent aussi l’importance de la localisation aux 
SPB des protéines impliquées dans la réponse aux dommages à l’ADN. Rad53 (homologue de 
Chk2) et Cdc5 jouent un rôle dans la régulation de la sortie de la mitose et phosphorylent 
indépendamment Bfa1 (Sanchez, Bachant et al. 1999, Hu, Wang et al. 2001). Une sous-
population de Chk2 se retrouve aussi localisée aux centrosomes et interagit avec Plk1 au cours 
de la mitose (Tsvetkov, Xu et al. 2003). Ainsi, les centrosomes/SPB arborent des protéines 
impliquées dans la régulation de la réponse aux dommages à l’ADN et permettent ainsi le 
regroupement d’un réseau de régulation impliquant les PLK.  
Bien que notre étude révèle l’importance de la présence de Cdc5, une protéine 
régulatrice clé dans le maintien de la stabilité du génome, il serait intéressant de déterminer 
l’étendue des substrats spécifiques à la population de Cdc5 enrichie au SPB. Pour réaliser cela, 
on pourrait comparer des préparations de SPB (Rout et Kilmartin 1990) dans des levures 
portant soit l’allèle sauvage de CDC5, soit l’allèle cdc5-16 en présence de dommages 
persistants à l’ADN. Une analyse comparative des peptides phosphophorylés extraits par 
spectrométrie de masse permettrait alors de premièrement identifier les protéines dont la 
phosphorylation est différentielle dans ces deux populations et deuxièmement trouver les sites 
de phosphorylation affectée par la présence de cdc5-16. 
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1.2 Autres fonctions de Cdc5 dépendantes du PBD 
1.2.1 Fonctions associées à l’activité de liaisons aux peptides phosphorylés du PBD 
Alors que notre étude met l’emphase sur la localisation de Cdc5 aux SPB, elle met 
quelque peu de côté les répercussions de la perte de liaisons aux peptides phosphorylés dans 
d’autres compartiments de la cellule. Nous avons montré que les cellules portant le mutant 
cdc5-16 ne présentent qu’un faible phénotype de délai dans le cycle cellulaire (voir Chapitre 
2).  Or, l’importance de la localisation de Cdc5, dépendante de son PBD, dans ses fonctions 
mitotiques a été mise en évidence très tôt après la découverte de Cdc5 et à de nombreuses 
reprises (Song, Grenfell et al. 2000, Sakchaisri, Asano et al. 2004). Le groupe de Song et 
collaborateurs a notamment montré que Cdc5-GFP exprimée sous promoteur endogène se 
retrouve spécifiquement localisée non seulement aux SPB mais aussi au site de cytocinèse 
(Song, Grenfell et al. 2000). Cette localisation spécifique de Cdc5 au site de cytocinèse est 
essentielle à son rôle dans le checkpoint de morphogenèse (Sakchaisri, Asano et al. 2004).  
Notre étude soulève donc la question des autres fonctions cellulaires du PBD de Cdc5 
dépendante de la liaison aux phospho-peptides. Il serait intéressant d’investiguer si la 
localisation de Cdc5 au site de cytocinèse est affectée chez le mutant cdc5-16. Cette 
expérience a déjà été réalisée et les mutants cdc5-16 perdent leur enrichissement au site de 
cytocinèse (Botchkarev, Rossio et al. 2014). En revanche, puisque au cours d’un cycle 
cellulaire non perturbé comme dans le cas de cette expérience, l’activité inhibitrice de Cdc5 
sur Swe1 n’est pas nécessaire pour que les cellules entrent en mitose (Sakchaisri, Asano et al. 
2004), il serait important de regarder directement l’effet du mutant Cdc5-16 sur la 
phophorylation de Swe1. Pour ce faire, une comparaison par western-blot de protéines 
extraites de cellules wt et portant l’allèle cdc5-16 au cours d’un cycle cellulaire de populations 
synchronisées, nous permettrait de distinguer des variations de phosphorylation dans les 
espèces de Swe1 présentes dans les extraits. Déterminer l’importance de la liaison au phospho-
peptide du PBD dans le contexte du checkpoint de morphogenèse viendrait ainsi appuyer le 
rôle majeur que joue cette activité sur les fonctions de Cdc5. 
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1.2.2 Fonctions du PBD indépendantes de la liaison aux phospho-peptides 
 Notre étude démontre qu’il existe une fonction essentielle associée au PBD de Cdc5 
puisqu’en son absence les cellules son non-viable (Chapitre 2). Cependant, il se peut que 
l’activité de liaisons à des substrats phosphorylés ne soit pas la seule fonction essentielle 
associée au PBD. Alors qu’il est avéré que cette activité de liaison est une fonction cruciale du 
PBD, un certain nombre d’études suggère que le PBD possède d’autres activités pouvant être 
essentielles. Premièrement, l’inhibition du PBD sur le DK est un système de régulation 
majeure pour Plk1 (Mundt, Golsteyn et al. 1997, Jang, Lin et al. 2002).  Le PBD replié sur le 
DK prévient ainsi l’activité de ce dernier en réduisant la flexibilité de la protéine ou en 
séquestrant la boucle d’activation empêchant ainsi la phosphorylation activatrice de la Thr210 
de Plk1 (Xu, Shen et al. 2013). Est-ce que cette régulation intramoléculaire par le PBD est 
essentielle? L’introduction de mutations sur les résidus à l’interface entre le PBD et le DK de 
Cdc5 ainsi que la comparaison des phénotypes entre type sauvage et mutants, permettraient de 
répondre à cette question. Deuxièmement, le PBD se lie à des substrats en l’absence de 
phosphorylation (Park, Soung et al. 2010). Ainsi, Cdc5 interagit avec Rsc2 et Dbf4 en 
l’absence de phospho-priming (Chen et Weinreich 2010, Rossio, Galati et al. 2010). Polo se 
localise aux microtubules grâce à l’interaction entre son DK et PBD avec Map205 mais en 
l’absence de phospho-priming (Archambault, D'Avino et al. 2008). De plus, Plk1 interagit 
avec Bora sans phospho-priming (Seki, Coppinger et al. 2008). Ces interactions entre 
différentes PLK et d’autres protéines laissent suggérer qu’il existe peut-être d’autres 
partenaires de liaison que l’on n’a pas encore découvert et qui sont éventuellement aussi 
cruciales à la viabilité des cellules.  
1.3 Développement des médicaments ciblant le PBD ou le DK des PLK 
1.3.1 Mise en contexte 
Un nombre important d’études montre le potentiel que représente Plk1 comme cible de 
médicaments à effet anti-tumoral tels que les inhibiteurs chimiques, les oligonucléotides anti-
sens et les petits ARN interférant (Spankuch-Schmitt, Wolf et al. 2002, Elez, Piiper et al. 
2003, Steegmaier, Hoffmann et al. 2007). Ces études concluent que l’inhibition de l’activité de 
Plk1 possède un effet anti-tumoral puissant à la fois in vitro et in vivo. Cependant, le caractère 
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essentiel de la kinase Plk1 dans le développement des cellules normales, dans la régulation de 
la mitose et dans le maintien de la stabilité du génome, pose encore des doutes quand 
à l’utilisation de ces composés dans le cadre de thérapies contre le cancer. En effet, les souris 
knockouts pour Plk1 présentent un phénotype de létalité embryonnaire ce qui démontre le rôle 
essentiel de Plk1 dans le développement normal (Lu, Wood et al. 2008). De plus, l’expression 
constitutive de Plk1 dans les cellules de mammifères leur confère un potentiel de 
transformation maligne suggérant donc que l’expression aberrante de Plk1 est oncogénique 
(Smith, Wilson et al. 1997, Ito, Miyoshi et al. 2004). Par conséquent, l’évaluation précise des 
fonctions inhibées dans le cadre du développement de ces médicaments reste donc un 
important facteur à prendre en compte si l’on veut inhiber les membres de la famille des PLK. 
Notre étude contribue à une meilleure compréhension des fonctions associées au DK et au 
PBD des PLK, leurs deux domaines pouvant être ciblés dans le développement d’inhibiteurs. 
1.3.2 Molécules ciblant le DK des PLK 
Un nombre significatif d’évaluation d’essais cliniques d’inhibiteurs de Plk1 a été 
généré au cours des dernières années. Parmi ces inhibiteurs se trouvent des molécules 
chimiques ciblant le DK, et plus spécifiquement des inhibiteurs compétiteurs de l’ATP, tels 
que BI2536 (Boehringer Ingelheim), GSK461364 (Glaxo SmithKline), ON01910 
(OncovonaTherapeutics) et HMN-214 (Nippon Shinyaku Co. Ltd) (Gumireddy, Reddy et al. 
2005, Garland, Taylor et al. 2006, Lenart, Petronczki et al. 2007, Olmos, Barker et al. 2011). 
Les compétiteurs de l’ATP qui ont été reportés à ce jour sont hautement spécifiques pour la 
famille des PLK mais manquent cependant de spécificité envers leurs différents membres. 
Ceci représente un défi majeur puisque des études démontrent que Plk3 agit directement ou 
indirectement comme suppresseur de tumeurs. Son expression est induite par les dommages à 
l’ADN et son knockdown mène à une augmentation de la prolifération cellulaire (Xie, Wu et 
al. 2001, Bahassi el, Conn et al. 2002). Dans le cadre du développement de chimiothérapie, 
l’utilisation d’inhibiteurs de suppresseur de tumeurs n’est pas conseillée. 
Bien que le développement d’inhibiteurs du DK fasse l’objet de beaucoup d’effort de 
recherche par de nombreuses compagnies pharmaceutiques, un problème récurrent associé 
avec ce type d’inhibiteurs est le haut taux de réaction croisée comme le souligne une analyse 
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rigoureuse de 38 inhibiteurs de kinases (Karaman, Herrgard et al. 2008). Ce problème est dû 
au fait que le site de liaison de l’ATP du DK est hautement conservé parmi les protéines 
kinases. Cibler le PBD de Plk1 est donc une approche alternative attirante pour pouvoir passer 
outre les problèmes associés à l’inhibition du DK de Plk1. Puisque le PBD est un domaine 
uniquement retrouvé chez les membres de la famille des PLK et qu’il ne présente pas 
d’homologie avec le DK, l’inhibition du PBD de Plk1 pourrait avoir le potentiel de générer 
une meilleure spécificité. 
1.3.3 Molécules ciblant le PBD des PLK 
Étant donné la grande spécificité des liaisons aux substrats dépendantes du PBD, l’idée 
de développer des inhibiteurs contre Plk1 se base sur la possibilité d’interférer avec les 
interactions entre protéines plutôt que d’inhiber la liaison de l’ATP. Le ciblage du PBD de 
Plk1 se pose ainsi comme un moyen d’atteindre une spécificité contre Plk1 et non les autres 
isoformes des PLK chez les cellules animales (McInnes, Mezna et al. 2005). 
Il a été récemment montré que des phospho-peptides de petites tailles se lient avec une grande 
spécificité au PBD de Plk1 en comparaison de Plk2 et Plk3 (Yun, Moulaei et al. 2009). Des 
inhibiteurs chimiques ont aussi déjà été développés tels que la thymoquinone, la poloxin ou la 
poloxipan (Reindl, Yuan et al. 2008, Reindl, Yuan et al. 2009). Les études portant sur les 
membres des PLK suggèrent le besoin d’un inhibiteur spécifique pour Plk1 n’affectant pas les 
autres membres. Cet inhibiteur, en plus de représenter une molécule intéressante pour un 
potentiel effet anti-tumoral dans un cadre thérapeutique, permettrait une analyse plus 
approfondie des fonctions associées au PBD de Plk1. 
Notre étude apporte de nouvelles preuves que le PBD des PLK joue un rôle essentiel 
dans leurs fonctions cellulaires. Le PBD est un domaine de liaison versatile puisqu’il permet la 
liaison des PLK à différentes structures, telles que les centrosomes/SPB. Nos résultats 
suggèrent que ce ciblage dépend de la capacité des PLK à se lier aux phopho-peptides. 
Toutefois, l’étude que nous présentons suggère que l’inhibition de la liaison à des phospho-
peptides n’est peut-être pas désirable dans le cadre de thérapie anti-cancer. En effet, 
l’ensemble de notre étude démontre que l’inhibition de cette activité du PBD induit des 
défauts drastiques du maintien de la stabilité du génome. Puisque l’instabilité génomique est 
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une caractéristique des cellules cancéreuses, il parait paradoxal d’interférer avec des fonctions 
cellulaires permettant la protection du génome. 
Le PBD possède aussi une activité de liaison entre protéines indépendante de la liaison 
à des phospho-peptides (Archambault, D'Avino et al. 2008, Chen et Weinreich 2010). La 
compréhension des fonctions associées à cette activité permettrait de déterminer si l’inhibition 
de cette activité représente une avenue moins risquée en termes d’effets secondaires que 
l’inhibition de la liaison à des phospho-peptides. 
2. Conclusion 
Les recherches que nous avons menées avaient pour but général d’apporter une 
meilleure compréhension des fonctions associées aux PLK relativement à leurs domaines 
kinase et polo-box. Notre étude nous a permis d’apporter de significatives contributions aux 
connaissances à leur sujet. 
Tout d’abord, nous avons développé avec succès nos propres outils génétiques pour 
inhiber indépendamment l’activité du PBD et du DK de Cdc5. L’identification de la région de 
l’hélice-F du DK comme étant un peptide cible pour l’introduction de mutations ponctuelles 
afin de générer des mutants conditionnels nous a permis d’isoler de nouveaux mutants 
conditionnels de l’activité de Cdc5. Nous avons aussi isolé des mutants du PBD spécifiques à 
l’activité de liaison aux phospho-peptides. Ces mutants ont contribué à l’élucidation de la 
séparation de fonction entre le DK et le PBD de Cdc5. Alors que l’activité catalytique du DK 
est essentielle à la progression du cycle cellulaire en mitose, la liaison aux phospho-peptides 
ne l’est pas. Cependant, la perturbation de la liaison aux peptides phosphorylés du PBD 
montre de lourdes conséquences quand à la régulation de la biogenèse des SPB et mène 
ultimement à une instabilité du génome caractérisée par une perte du maintien de la ploïdie 
des cellules.  
De plus, notre investigation sur les fonctions associées à la liaison aux phospho-
peptides du PBD nous a permis de montrer son caractère essentiel dans le maintien de la 
stabilité du génome. En effet, nous avons mis en évidence qu’en l’absence de liaison aux 
peptides phosphorylés via le PBD, Cdc5 est dans l’impossibilité de remplir ses fonctions dans 
l’adaptation aux dommages persistants dans l’ADN et que ce phénomène est dépendant de la 
localisation intracellulaire de Cdc5. Notamment, nous confirmons que Cdc5 régule 
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l’adaptation au niveau du complexe du MEN Bfa1/Bub2 et suggérons que le complexe RSC 
est une nouvelle cible de Cdc5 dans le cadre de ses fonctions dans l’adaptation aux dommages 
persistants à l’ADN. Bien que l’on savait que Cdc5 était requise pour ce phénomène 
d’adaptation, nous apportons la preuve que ces fonctions sont rendues possibles grâce à au 
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